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Introducción 
Patología pancreática: La pancreatitis  crónica 
La pancreatitis crónica (PC) es un proceso inflamatorio crónico del páncreas 
caracterizado por una progresiva destrucción del parénquima pancreático que es 
sustituido por tejido fibroso(1). Aunque clásicamente se consideraba una entidad de 
carácter irreversible, hoy en día se sabe que en determinados casos con un 
tratamiento adecuado es posible la reversibilidad de la enfermedad(2). La primera 
fase de la enfermedad cursa predominantemente con cuadros de dolor, mientras 
que en fases tardías se caracterizan por insuficiencia pancreática exocrina que 
conduce a malabsorción y malnutrición, diabetes mellitus secundaria a la PC, 
pseudoquistes, estenosis ductal y duodenal y trombosis vascular.  La aparición de 
estas complicaciones y otras, como degeneración neoplásica en las últimas fases 
de la enfermedad, la convierten en una enfermedad con un grave impacto sobre la 
calidad de vida de los pacientes(3). 
 
 
Figura 1. Esquema representativo de los componentes del páncreas exocrino.Modificado de 
Omary y colaboradores, 2007 (4). 
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1. Antecedentes Históricos 
El páncreas debido a su localización retroperitoneal y en íntima relación con 
órganos vecinos, como el estómago, el duodeno o el bazo, es un órgano de difícil 
acceso quirúrgico y de gran importancia clínica. Fue Herófilo (335-280 aC.), un 
anatomista griego, el primero en hacer una descripción del páncreas. Unos 400 
años después de Herófilo, a mediados del siglo 2 dC. Rufo de Éfeso (100 dC.), un 
famoso anatomista y cirujano, conocido por su tratado de nomenclatura anatómica, 
nombró al órgano como “páncreas”y lo diferenció de los nódulos linfáticos 
mesentéricos.  En griego, la palabra παγκρεας (páncreas)está compuesto por παν 
(pan-), "todo", y por κρεας (–creas), "carne". Esta palabra ya había sido utilizada por 
Hipócrates, sin embargo, se utilizaba para designar a todas las glándulas del 
cuerpo(5).Hacia mediados del s. XVIII, Wirsung define el conducto pancreático 
principal que lleva su nombre y, posteriormente, Reignier de Graaf descubre la 
secreción pancreática. Sin embargo, fue Claude Bernard quién identificó la función 
exocrina del páncreas  demostrando que el jugo pancreático juega un papel 
fundamental durante la digestión(6). La primera descripción histológica del 
páncreas la realizó Paul Langerhans en 1893(7), concretamente, describe 9 tipos 
celulares a lo largo de la glándulasin llegar a formular una hipótesis sobre la 
naturaleza de las mismas. En 1893, el histólogo francés GE Languesse los 
denominó “ilots de Langerhans”. 
En lo que concierne a las enfermedades inflamatorias del páncreas,antiguamentese 
denominaban “cirrosis”, término introducido por Galeno, aunque este término no era 
específico de una enfermedad sino que hacía referencia a un amplio abanico de 
enfermedades. Los primeros casos de necrosis pancreática fueron descritos por 
Aubert (1578-1579) yposteriormente Morgani, en 1761, describe el primer 
pseudoquiste pancreático(6).Ya entrado el siglo XIX, Carl von Rokitansky (1865), 
publica un trabajo sobre loshallazgos anatómicos propios de la 
pancreatitisnecrohemorrágica y realizó una clasificación de la pancreatitis en 
hemorrágica y supurada. A continuación,N. Friedreich, en 1878, realizó la primera 
descripción anatómica de lo que hoy se conoce como pancreatitis crónica y define 
el papel del alcohol en la pancreatitisproponiendo el término de “páncreas 
alcohólico”(8). El 21 de febrero de 1889, un patólogo de la universidad de Harvard, 
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Reginald H. Fitz, publicó en el Boston Medical and Surgical Journal, un artículo 
donde explicaba los cambios clínicos y anatomopatológicos de los enfermos 
fallecidos de pancreatitis aguda grave, añadiendo a la clasificación de Rokitansky, 
la forma gangrenosa y la diseminación de la necrosis adiposa(9). Unos años más 
tarde, en 1896, Hans Chiari formulala teoría enzimática de la patogenia de esta 
enfermedad(10).No fue hasta el año 1912, cuando W. Kausck realizó la primera 
duodenopancreatectomía cefálica para el tratamiento del cáncer de páncreas, 
abriendo la puerta al tratamiento quirúrgico en la patología pancreática. 
A mediados de los años 50, aparecen las primeras clasificaciones de pancreatitis 
basadas principalmente en factores morfológicos. En 1963, el simposio de Marsella 
y posteriormente en Cambridge (1983), Marsella (1984) y Atlanta (1992), definen 
diferentes tipos de pancreatitis, sus manifestaciones clínicas, la gravedad del 
proceso y el tipo de complicaciones, de forma que se consigue una mayor eficacia 
en el diagnóstico y el tratamiento de la patología pancreática(11).  
Con la identificación de criterios clínicos y analíticos se ha podido predecir, desde 
fases iniciales, la evolución de la enfermedad en fases agudas. Pero ha sido 
gracias a la mejora de las técnicas de imagen, cuando se consiguió llevar a cabo el 
diagnóstico precoz en formas menos graves de pancreatitis aguda y poder conocer 
posibles complicaciones que puedan aparecer a lo largo de la evolución de la 
enfermedad. Con la aparición de nuevas técnicas en biología molecularse han 
desarrollado diferentes modelos experimentales que han permitido iniciar el estudio 
de los mecanismos intracelulares del proceso fisiopatológico. Es a partir de 1952 
cuando Comfort y colaboradores hablaron por primera vez de la posible  
predisposición genética  a la pancreatitis crónica(12), y se iniciaron los estudios 
sobre la bases genéticas de la enfermedad(13).  
El estudio de la fibrosis pancreática a diferencia del la hepática, es relativamente 
nueva, y se basa en estudios previos de la fibrosis en el hígado. Fue el patólogo  
Karl Wilhelm von Kupffer hace mas de 130 años, donde en una carta  a un colega, 
Heinrich von Waldeyer, describe unas células con forma de estrella, “sternezellen”, 
que aparecian en espacios peri-sinusoidales en el hígado al teñirlas con cloruro de 
oro(14). Sin embargo, Kupffer no podía asegurar que estas células tuviesen un 
origen diferente a los macrófagos del hígado. Unos 75 años después, Ito hizo 
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referencia a unas células que contenian lipidos en su interior y con localización 
perisinusoidal a las que denominó células de Ito. Finalmente en 1971, Wake y 
colaboradores, demostraron que las células estrelladas hepáticas poseaín gránulos 
de vitamina A en su interior y que eran las mismas células que las que describieron 
Kupffer y posteriormente Ito(14,4). 
En cuanto al estudio de la fibrosis pancreática, fue en 1982 cuando Nakazo Watari 
y colaboradores (Figura 2)(15) estudiaron páncreas de ratón mediante 
fluorescencia, y observaron que existíannumerosos gránulos de vitamina A 
concentrados en áreas periacinares.  En 1990, Ikejiri encontró una florescencia 
similar en el pancreas de rata y en el humano(4).  
 
Figura 2. Artículo escrito por Watari N en 1982. Publicado en Okajimas Folia Anatomica Japonica, 
donde describe por primera vez las células estrelladas pancreáticas. 
 
En el año 1997, Saotome y colaboradores decribieron el ailamiento de células 
periacinares con forma similar a un fibroblasto de páncreas humano(16). 
Finalmente un año después, aparecen dos publicaciones donde describen un 
método de aislamiento y cultivo de las células estrelladas de pancreas de rata y 
humano(17,18). A partir de ese momento han surgido numerosos estudios 
centrados en conocer la fisiología de dichas células. En el año 2010 tras el análisis 
del transcriptoma de células estrelladas pancreáticas y hepáticas (un total de 
23.000 genes) se puso de manifiesto que sólo 29 genes difieren en la expresión en 
ambos tipos celulares(19). Estos métodos de estudio han proporcionado las 
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herramientas necesarias y fundamentales para el estudio de las células estrelladas 
pancreáticas y su relación con la fibrosis pancreática. 
2. Epidemiología de la Pancreatitis Crónica 
La epidemiología de la pancreatitis crónica no está claramente definida y es difícil 
de caracterizar debido a la gran variabilidad de presentación de la enfermedad y a 
la localización retroperitoneal del páncreas, lo que hace que el diagnóstico de la 
enfermedad sea difícil.  
La incidencia de la pancreatitis crónica ha ido incrementandode manera significativa 
a lo largo de los años. Este incremento de la incidencia se ha intentado explicar por 
el aumento en el consumo de alcohol y por el uso de herramientas diagnósticas 
más sensibles. Aunque hay que tener en cuenta que las diferencias en los hábitos 
de alcoholismo y las diferencias genéticas en su metabolismo hacen difícil 
comparar la incidencia de la PC en países muy distintos, los estudios parecen 
indicar que es mayor en países industrializados. Por otra parte, también dependedel 
sexo y de la etnia, siendo 2 veces superior en hombres que en mujeres y hasta 2 -3 
veces superior en población negra que en población blanca.En EEUU se ha 
encontrado una incidencia en población blanca de 41,7 por 100.000 habitantes (20), 
en Japón 36,9 por 100.000 habitantes(21)mientras que en otros países asiáticos 
existe una forma endémica de la PC que varía de 20-125 cada 100.000 habitantes. 
En España el último estudio epidemiológico realizado revela un aumento en el 
número de pacientes diagnosticados de PC con una incidencia de 50 casos cada 
100.000 habitantes.  
En muchas ocasiones, dependiendo de la etiología de la enfermedad, el diagnóstico 
de la pancreatitis crónica se realiza de forma tardía, ya que la aparición de las 
características clínicas aparecen después de un largo periodo en el que, a pesar de 
las lesiones del tejido, no aparece sintomatología. 
La progresión de la enfermedad depende de los factores causales y eliminación o 
no de los mismos. La pancreatitis crónica tiene una alta mortalidad, cerca del 50% a 
los 20-25 años desde el inicio de la enfermedad, como resultado de las 
complicaciones (psuedoquistes, diabetes),por causa de otras enfermedades 
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asociadas (enfermedades cardiovasculares, infecciones o cáncer), o por el efecto 
del consumo continuado de alcohol o tabaco en el hígado pulmones o sistema 
digestivo(22). Concretamente, los pacientes con pancreatitis crónica tienen un 
mayor riesgo de desarrollar cáncer de páncreas (23) que la población general, lo 
que representa un 3% de la muerte en pacientes con pancreatitis crónica. 
3. Etiología y Factores de riesgo 
En los últimos años se ha incrementado el número de estudios que profundizan en 
el conocimiento de la naturaleza de la pancreatitis. Los avances en la genética y la 
aparición de nuevos modelos experimentales de estudio han contribuido a la 
identificación de nuevos factoresimplicados en el desarrollo de la pancreatitis 
crónica. Los principales factores de riesgo se recogen en el sistema de clasificación 
TIGAR-O (T: Toxic-metabolic; I: Idiopathic; G: Genetic; A: Autoimmune; R: 
Recurrent and severe acute pancreatitis and O: Obstructive) (11),desarrollado por 
Midwest Multicenter Pancreatic Study Group de EEUU con el fin de organizar, 
estudiar y determinar las posibles causas asociadas al desarrollo de PC. Este 
sistema de clasificación se basa en la prevalencia de cada etiología y cada clase 
está orientada hacia un potencial tratamiento: 
3.1. Tóxico-Metabólicos 
3.1.1. Tóxicos 
La relación pancreatitis-consumo de alcohol se conoce desde 1878, cuando N. 
Freidreich utilizó el término de “páncreas alcohólico”para referirse a la asociación 
que observó entre  consumo excesivo de alcohol y el daño pancreático(8). 
Actualmente el abuso del consumo de alcohol se considera la principal causa de 
pancreatitis crónica en países industrializados, siendo entre un 55-80% de los 
pacientes con pancreatitis crónica(11). En nuestra área sanitaria este porcentaje se 
sitúa alrededor de 60%. Un consumo prolongado de  entre 10 a 20 años, de más de 
5 bebidas alcohólicas por día (60g de alcohol/día)es suficiente para incrementar el 
riesgo de desarrollar pancreatitis crónica(24). Sin embargo, menos del 10% de las 
personas alcohólicas desarrollan pancreatitis crónica(25,26). 
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Por otro lado, en los últimos años numerosos estudios epidemiológicos han 
estudiado el papel del tabaco como factor riesgo independiente al alcohol en el 
desarrollo de la pancreatitis crónica(27), y se ha encontrado que esta asociación 
depende de la cantidad de tabaco consumido(28).Aunque no se ha encontrado una 
interacción entre alcohol y tabaco, sí existe una tendencia de sinergia entre ambos 
tóxicos en el desarrollo de la enfermedad (24). Otros estudios profundizaron en el 
papel de tabaco y encontraron una asociación con la progresión de la PC, de forma 
que el tabaco se asoció al desarrollo de complicaciones tales como calcificaciones 
o diabetes(29).  
3.1.2. Metabólicos 
Dos de los factores metabólicos que están más asociados con la pancreatitis 
crónica son la hipercalcemia y la hiperlipidemia. La hipercalcemia se ha asociado a 
pancreatitis aguda a través de mecanismos de activación de tripsinógeno y de 
sensibilización de tripsina(30), sin embargo, existen numerosos estudios que 
cuestionan la relación entre hipercalcemia y pancreatitis crónica(31). La 
hiperlipidemia se ha propuesto como un factor predisponente en un pequeño 
porcentaje de pacientes con pancreatitis crónica(32).  
Otros factores de riesgo tóxico-metabólicos asociados a la pancreatitis crónica son 
el fallo renal crónico, fármacos (probablemente asociado a fallo renal) y toxinas 
como DBTC (dicloro dibutil-estaño)(11), aunque no se ha llegado a demostrar su 
papel como factor de riesgo. 
3.2 Idiopáticos 
Dentro de este grupo se sitúan pacientes que no tienen un claro factor de riesgo 
asociado a la enfermedad. Corresponde con un 10-30% de los pacientes de 
pancreatitis crónica. Aunque actualmente el porcentaje ha disminuido de manera 
significativa gracias a los avances en genética, estudios en inmunología y 
descubrimiento de factores ambientes asociados, sigue siendo el segundo grupo en 
importancia por el elevado número de pacientes que se incluyen en él.  
La pancreatitis crónica idiopática se puedeclasificar en inicio temprano o juvenil e 
inicio tardío o senil. La pancreatitis idiopática juvenil se presenta en la segunda 
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década de vida con dolor abdominal intenso; los cambios estructurales, la 
insuficiencia pancreática exocrina y el desarrollo de calcificaciones aparecen más 
tarde en el curso de la enfermedad.La forma senil de la enfermedad se inicia entre 
la quinta y sexta década de vida. Se caracteriza por ausencia de dolor en el 50% de 
los pacientes y en ocasiones presenta insuficiencia pancreática exocrina en el 
momento del diagnóstico.  
Dentro de este grupo se sitúa también la pancreatitis crónica tropical, que aparece 
únicamente en regiones tropicales, fundamentalmente en zonas de Asia y África. 
Aparece predominantemente en niños y adultos jóvenes y se caracteriza por 
pérdida de función endocrina y exocrina. Actualmente se sugiere que existe una 
base genética en el desarrollo de este subgrupo de pancreatitis(33).   
3.3 Genéticos 
La pancreatitis crónica hereditaria tiene carácter autosómico dominante con una 
penetrancia de hasta el 80%. Está asociada a mutaciones en el gen que codifica 
para la enzima tripsinógeno catiónico o proteasa de serina 1 (PRSS1)(13). 
Mutaciones en este gen por un lado impidenque la tripsina activa se auto-degrade 
dentro de la célula acinarincrementando su función, y por otro estimulan la auto-
activación(13). Otros genes asociados a la pancreatitis crónica son el SPINK 1 de 
su nombre en inglés serine protease inhibitor Kazal-type 1 o el CFTRde cystic 
fibrosis tramsmembrane conductance regulator. El SPINK 1 codifica para una 
proteína inhibidora de la tripsina, constituyendo la primera línea de defensa contra 
la tripsina activa en la célula acinar(34). En el caso del CFTR, este codifica para 
una proteína-canal transmembrana que está implicada en el transporte de 
bicarbonato y glutatión en células epiteliales. Mutaciones en este gen se ha 
asociado con el riesgo de desarrollar insuficiencia pancreática exocrina(35). 
SPINK1 y CFTR se consideran mutaciones predisponentes pero no causales de la 
PC. 
Otros polimorfismos, como deficiencia en α-1 antitripsina, se han asociado a PC, sin 
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3.4 Autoinmunes 
Corresponde con un 2-4 % de los casos de pancreatitis. Puede ser una enfermedad 
multisistémica (tipo I) o sólo afectar al páncreas (tipo II)(37). Se caracteriza por un 
aumento de γ globulinas o de IgG, presencia de anticuerpos, incremento de fibrosis 
pancreática e infiltración linfocitaria difusa, y ausencia de calcificaciones o 
pseudoquistes. Clínicamente, no suele presentar dolor o brotes de pancreatitis 
aguda, sin embargo aparece frecuentemente colestasis. Responde a tratamiento 
con esteroides(38).  
3.5 Pancreatitis aguda recurrente y grave 
Tras uno o más episodios de pancreatitis aguda (PA) o un daño grave del tejido, la 
recuperación puede no ser completa y como consecuencia se produciría una 
disfunción permanente del parénquima pancreático y fibrosis del mismo.  
En este sentido, en el año 1999 aparece la hipótesis SAPE, Sentinel Acute 
Pancreatitis Event(39). Según este modelo hipotético, cuando un páncreas normal 
es sometido a un insulto, que puede ser de origen tóxico o puede tener una base 
genética, las células pancreáticas se estresan y comienzan a producir numerosas 
citoquinas y otras señales que dan lugar a una respuesta inflamatoria local; en este 
momento se inicia un episodio de pancreatitis aguda que se considera el “Evento 
Centinela”. Este episodio de PA tiene una fase temprana pro-inflamatoria y una fase 
tardía anti-inflamatoria. La fase tardía esta mediada por macrófagos y células 
estrelladas activadas y participan citoquinas anti-inflamatorias como Il-10. Bajo 
condiciones normales el episodio de PA se resuelve y el páncreas vuelve a su 
estado normal. Sin embargo, si el insulto continúa se suceden repetidos episodios 
de PA, que conlleva una respuesta anti- inflamatoria mantenida y en último término 
el desarrollo de fibrosis.  
3.6 Obstructivos 
La pancreatitis crónica de origen obstructivo está asociada a diferentes causas de 
obstrucción de los conductos pancreáticos, como consecuencia de pancreatitis 
aguda, páncreas divisum, tumores o traumatismos. Se produce una dilatación del 
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conducto, atrofia acinar y fibrosis difusa. En general, las alteraciones morfológicas 
pueden ser reversibles si la causa de la obstrucción es suprimida.  
4. Historia Natural de la Pancreatitis Crónica 
Independientemente de la etiología de la pancreatitis crónica, la destrucción 
progresiva del tejido, que evoluciona hacia fibrosis del parénquima pancreático en 
sustitución del parénquima funcional, y la atrofia glandular en estadios avanzados 
de la enfermedad son los responsables de la clínica de la PC. 
El dolor es el síntoma principal, que aparece en un 85-90% de los casos de 
pancreatitis(1). Se localiza en el epigastrio, aunque se puede irradiar hacia los 
hipocondrios. Normalmente se presenta como dolor recurrente (tipo A) o continuo 
(Tipo B), sin embargo existe un subgrupo de pacientes que no presentan dolor. En 
estos casos, los pacientes tienen características de PC avanzada con síntomas de 
insuficiencia pancreática exocrina (IPE). El dolor se puede asociar con náuseas y 
vómitos que conlleva pérdida de apetito y por tanto, malnutrición y pérdida de peso. 
Habitualmente los episodios de dolor suelen remitir a lo largo del desarrollo de la 
PC, esta disminución coincide con la aparición de IPE. El origen del dolor es 
multifactorial y se atribuye a principalmente a alteraciones neurales y 
vasculares(40). Otros factores asociados son el consumo elevado de grasa (41), la 
obstrucción ductal, hipertensión intraductal y formación de pseudoquistes (42,40).  
La PC avanzada se asocia con pérdida de función exocrina y endocrina. La 
esteatorrea y la pérdida de peso son síntomas que se asocian con una disminución 
de al menos un 90% de la capacidad normal de secreción del páncreas(43).La 
maldigestión de  los lípidos ocurre antes que la de otros nutrientes (como proteínas 
o carbohidratos) ya que la secreción de lipasa disminuye más rápidamente que la 
de proteasa o amilasa. En cuanto a la diabetes se clasifica como tipo III (42)y se 
caracteriza por la destrucción de células beta (productoras de insulina) y células 
alfa (secretan glucagón). La evolución de la función exocrina o endocrina del 
páncreas también es dependiente de la etiología(44). De forma general,  los 
pacientes con pancreatitis crónica alcohólica desarrollan insuficiencia pancreática 
exocrina tras unos 13 años desde el inicio de la enfermedad, mientras que en 
pancreatitis crónica idiopática aparece entre los 17-23 años de evolución.  
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La trombosis espleno-portal es una complicación de la PC infrecuente en la historia 
natural de la enfermedad, aparece aproximadamente en un 4% de los 
pacientes(45). Se produce como consecuencia de la compresión del eje espleno-
portal por pseudoquistes pancreáticos, fibrosis o por agradamiento de la glándula a 
consecuencia del proceso inflamatorio(46). La principal manifestación de la 
trombosis es la hemorragia digestiva secundaria a la rotura de varices gástricas o 
esofágicas(45). Otras complicaciones asociadas a las fases tardías de la 
enfermedad son la estenosis biliar y duodenal. La estenosis biliar tiene una 
prevalencia variable entre un 10-60% dependiendo del método de imagen utilizado 
y del estadio de la enfermedad(47).  No siempre se correlaciona con la gravedad 
del la enfermedad, por ejemplo en fases iniciales de la enfermedad se observa 
estenosis corta o de tipo I que se presenta en el 40% de los casos. En el caso de la 
estenosis duodenal es menos común que la obstrucción ductal y en ocasiones 
ambas complicaciones aparecen juntas(47).   
5. Mecanismos Patogénicos 
Actualmente se acepta que los primeros eventos fisiopatogénicos de la pancreatitis 
crónica ocurren en la célula acinar, donde el evento principal es la activación 
temprana de las enzimas pancreáticas; pero además existen otros mecanismos 
patogénicos tales como la alteración de la homeostasis del calcio, la producción de 
estrés oxidativo, alteración en la secreción, procesos de muerte celular y 
sobreexpresión de factores inflamatorios. 
De forma fisiológica la célula acinar sintetiza y secreta enzimas en su forma 
inactiva. Esta secreción está controlada por el nervio vagal cuyas neuronas 
postganglionares liberan acetilcolina o por estimulación hormonal, como la hormona 
colecistoquinina (CCK). La activación de esas proenzimas ocurre en el duodeno 
mediante una rotura hidrolítica llevada a cabo por proteasas. El tripsinógeno 
pancreático es la primera enzima en ser activada a tripsina mediante una 
enteroquinasa intestinal (enteropeptidasa), y posteriormente es la tripsina mediante 
procesos proteolíticos la que activa otras enzimas pancreáticas(48).  
En una situación patológica, el tripsinógeno se puede activar de forma prematura 
dentro de la célula acinar. Las causas que producen esta activación son 
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desconocidas, sin embargo,  se cree que podría estar implicada la enzima lisosmal 
catepsina B(49,50,51)o por auto-activación debido a pH ácidos dentro de las 
vacuolas. La tripsina, una vez activa puede activar otras proenzimas e iniciar la 
activación de la cascada enzimática dentro de la propia célula(52). Dentro de la 
célula acinar existen mecanismos de protección. En este sentido, la mayoría de las 
enzimas digestivas, y todas las proteasas son sintetizadas y almacenadas como 
pro-proteínas inactivas en forma de zimógenos, además, estos zimógenos se 
almacenan en gránulos lo que limita por un lado que proteasas activen las enzimas 
digestivas dentro de la propia célula acinar y que en el caso de que una pequeña 
parte se active está limitado el acceso a otros compartimentos de la célula acinar. 
Otro mecanismo sería la presencia del inhibidor de proteasas endógeno (SPINK 1). 
Finalmente, muchas proteasas, tales como tripsina aniónica o quimiotripsina C, 
dentro de la ruta de secreción,  y algunas proteasas lisosomales son capaces de 
degradar la tripsina activa. 
Por otra parte, el calcio se considera la principal molécula de señalización en la 
célula acinar implicada en la regulación de la secreción de enzimas(53). En 
situaciones patológicas existen cambios en la señalización del calcio citosólico 
como la pérdida de las oscilaciones de los niveles de calcio intracelulares lo que 
produce que los niveles de Ca+2dentro de la célula acinar sean mantenidos(54). El 
incremento de Ca+2 conlleva la despolarización de la membrana mitocondrial por lo 
que se produce un fallo de la bomba de ATP sintasa lo que altera la producción de 
ATP mitocondrial(55). El resultado de esta depleción de ATP es la necrosis(56) o 
apoptosis(57)de la célula acinar. Por otra parte también se altera la secreción de 
enzimas pancreáticas asociada a modificaciones en las proteínas de  membrana de 
los gránulos de zimógeno (58)o a la alteración de la reorganización de los 
filamentos de actina asociado a los procesos de exocitosis(59). 
Las especies reactivas del oxígeno (ROS) se generan tanto en condiciones 
fisiológicas como patológicas yestán implicados en numerosos funciones, incluido 
señales de transducción(60,61). De forma fisiológica son eliminados rápidamente 
mediante sistemas antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos(61). Si la producción 
de ROS excede la capacidad de los sistemas de protección se genera estrés 
oxidativo, que en la célula acinar tiene como consecuencia el bloqueo dela 
secreción enzimática (62)y además potencian la inflamación mediante activación de 
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cascadas que convierten a la célula acinar en un productor de citoquinas y 
quimioquinas (TGFβ, TNFα, IL-6 o IL-1)(63,64). El estrés oxidativo fisiopatológico 
es resultado de alteraciones en los constituyentes celulares tales como, 
peroxidación lipídica, oxidación proteica, y modificaciones de los ácidos nucleicos, 
incremento de las concentraciones de calcio y alteraciones en las señales de 
traducción 
Durante la pancreatitis, se han observado que existen dos tipos de muerte celular, 
apoptosis y necrosis. Muchos estudios experimentales han mostrado que la 
gravedad de la pancreatitis está íntimamente relacionado con la necrosis celular, de 
tal forma que a mayor cantidad de necrosis y menor de apoptosis, mayor es la 
gravedad de la enfermedad(65,66). 
A nivel ductal se ha encontrado que, en fases tempranas de la enfermedad, la 
composición del fluido pancreático cambia, de forma que por razones desconocidas 
facilita la formación de depósitos de proteínas (precursores de calcificaciones). 
6. La fibrosis pancreática como característica de la Pancreatitis 
Crónica 
El proceso de fibrogénesis es una parte esencial de proceso de cicatrización del 
tejido que normalmente conlleva la restauración de la estructura y función del 
mismo(67). Sin embargo cuando este proceso fisiológico se descompensa, el 
resultado es una fibrosis patológica, que tiene como consecuencia una arquitectura 
y función anormal del tejido u órgano. La fibrosis pancreática es una característica 
histopatológica constante en la pancreatitis crónica y en el cáncer de páncreas. Se 
produce a consecuencia de procesos de necrosis/apoptosis, inflamación y 
obstrucción ductal. La fibrosis pancreática se puede definir como una acumulación 
excesiva de proteínas de matriz extracelular en los espacios intersticiales y en 
áreas dónde ha habido pérdida de células acinares o donde las células ductales 
están dañadas. Funcionalmente es la etapa final de los cambios en la patología 
pancreática y está asociada a la pérdida de función endocrina y exocrina. Se 
considera un proceso activo y dinámico, que en etapas tempranas puede ser 
reversible.  
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6.1. La matriz extracelular 
En todos los tejidos, la matriz extracelular (MEC) actúa separando diferentes 
compartimentos tisulares y además proporciona señales específicas que controlan 
procesos como la proliferación, migración y supervivencia celular. Dentro de la MEC 
existe dos tipos de matriz, la membrana basal que actúa como barrera impidiendo 
el movimiento tanto de moléculas solubles como de células, y la matriz intersticial 
que confiere flexibilidad y elasticidad a los tejidos y está situada subyacente a la 
membrana basal(68). En un tejido sano, la arquitectura se mantiene por el 
mantenimiento del equilibrio entre la síntesis y degradación de MEC, sin embargo 
en estados patológicos, este equilibrio se rompe lo que produce que haya un 
depósito excesivo de las proteínas de MEC y el consecuente desarrollo de 
fibrosis(67). 
La MEC está formada por gran cantidad de componentes que se clasifican en tres 
grandes grupos: proteoglucanos y glucosaminoglucanos, proteínas estructurales 
(colágeno y elastina), y proteínas de adhesión (fibronectina y laminina) (Figura 
3)(69). Además son necesarios receptores integrina, que son responsables de la 
combinación de todas las señales de la matriz extracelular en las células.  
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En el caso del páncreas exocrino la matriz es diferente a la de otros órganos. Está 
compuesta por acinos y ductos que producen y transportan enzimas digestivas, 
además posee una densa capa de epitelio altamente compleja. En este caso, en 
lugar de la capa estromal que tienen otros tejidos, posee vasos sanguíneos a lo 
largo de los ductos y en los espacios entre los acinos dónde también existen células 
inflamatorias y mesenquimales, principalmente células estrelladas pancreáticas 
(PSC). Las PSC mantienen el tono vascular y contráctil de los vasos y de los ductos 
pancreáticos y la integridad del epitelio, conservando la membrana basal.  
La membrana basal es una matriz extracelular especializada que se encuentra 
inmediatamente subyacente al tejido epitelial, cuya composición varía dependiendo 
del tejido y proporciona el soporte para la arquitectura epitelial. Los principales 
componentes de la membrana basal en el páncreas exocrinoson la laminina y el 
colágeno tipo IV(68), sin embargo, durante la fibrogénesis del tejido se acumula 
colágeno de tipo fibrilar, predominantemente tipo I(70).Esta membrana basal se une 
al epitelio a través de los receptores integrina que mantienen la arquitectura del 
citoesqueleto y la cohesión tisular(71). Además existen una serie de proteasas 
denominadas metaloproteinasas de MEC (MMP), que tienen la capacidad de 
degradar la totalidad de los componentes de la MEC en su microambiente 
inmediato y activar factores de crecimiento, receptores de superficie y moléculas de 
adhesión. La interacción de la MEC con la célula desencadena cascadas de 
señalización que promueven la diferenciación, migración y movilización celular, en 
relación con el mantenimiento de la homeostasis celular(72). Las MMP se sintetizan 
como zimógenos inactivos que son activados por proteólisis  en el espacio 
extracelular y además existen inhibidores específicos de su actividad, inhibidores 
tisulares endógenos (TIMPs) que reducen la degradación proteolítica excesiva de la 
MEC(73). 
6.1.1. Proteínas estructurales: El colágeno 
El colágeno es lafamilia de proteínas más abundantes en el organismo (constituye 
el 25% del total de las proteínas). Es el componente principal de la matriz 
extracelular y los tejidos conectivos. Son proteínas largas, rígidas, con estructura 
helicoidal en la que se unen tres cadenas (cadenas α) formando una superhélice. 
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Son ricos en prolina y glicina, que ayudan al ensamblaje de las tres cadenas α. 
Aunque existen 25 tipos de cadenas α distintas, cada uno codificado por un gen 
diferente, sólo se han encontrado 20 tipos de moléculas de colágeno.   
Los principales tipos de colágeno que se encuentran en el tejido conectivo son los 
tipos I,II,III, V y XI, éstos tienen estructuras fibrilares, y una vez son secretados al 
espacio extracelular se ensamblan para formas polímeros denominados fibrillas de 
colágeno.  Los de tipo IX y XII son colágenos que aparecen asociados a la 
superficie de las fibrillas de colágeno uniéndolos entre sí y con otros componentes 
de la matriz. Los colágenos de tipo IV son el principal componente de la membrana 
basal madura y aparecen formando una red(69). 
6.1.2. Proteínas de adhesión: La fibronectina 
La fibronectina es una proteína presente en la matriz extracelular que está 
implicada en la adhesión de las células a la matriz y en la orientación de las células 
que migran durante la embriogénesis. Estructuralmente es una proteína dimérica 
compuesta por dos grandes subunidades unidas por puentes disulfuro en uno de 
los extremos(69); posee diferentes dominios de unión, entre ellos un sitio de unión 
para el colágeno y otro para sus receptores de superficie, que son las 
integrinas.Existen numerosas isoformas de fibronectina, la fibronectina plasmática 
es soluble y circula en sangre y otros fluidos, donde cumple funciones relacionadas 
con la coagulación, cicatrización de heridas y fagocitosis. Las otras formas están 
situadas en la superficie celular y se depositan en la matriz extracelular, siendo 
estas formas altamente insolubles. Todos los tipos de fibronectina están codificados 
por un único gen que mediante splicing alternativo producen las distintas isoformas 
de la proteína. Concretamente, la forma celular de la fibronectina puede contener 
dos lugares de splicing alternativo, que son repeticiones de tipo III, que se 
denominan dominio extra A (EDA) y dominio extra B (EDB) en humanos, mientras 
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6.2. Mecanismos moleculares 
Los mecanismos moleculares de inicio y mantenimiento de la fibrosis del 
páncreashan sido poco estudiados, sin embargo muchos de los pasos de este 
proceso son similares a los observados en la fibrosis hepática. El evento principal 
de la fibrogénesis pancreática es la activación de células estrelladas pancreáticas 
(PSC) y la consiguiente producción y deposición de proteínas de  MEC que consiste 
principalmente en colágeno tipo I y III yfibronectina.  
De forma general durante la primera etapa de la fibrogénesis se produce daño de 
las células mesenquimales del intersticio, de las células ductales y/o a las células 
acinares dependiendo del factor etiológico (Tabla 1). Este daño celular conlleva la 
necrosis y/o apoptosis celular quetiene como consecuencia la liberación de 
citoquinas y factores de crecimiento, entre ellos  factor de crecimiento transformante 
β (TGFβ), factor de crecimiento derivada de plaquetas (PDGF)o C-C o C-X-C 
quimiquinas. También induce la migración de células inflamatorias, especialmente 
macrófagos y células epiteliales o mesenquimales preexistentes(77,78). 
Etiología Distribución 
PC Alcohólica Fibrosis Inter-Lobular 
PC Hereditaria Fibrosis Peri-Ductal 
PC Autoinmune Fibrosis Inter-lobular o Peri-Ductal 
PC Obstructiva Fibrosis Intra-Lobular 
Tabla 1.Patrón de distribución de la fibrosis pancreática en función de la etiología de la 
pancreatitis crónica(79). 
 
En un segundo estadio, las células dañadas son fagocitadas por macrófagos y la 
liberación de citoquinas estimula la activación y proliferación de las células 
estrelladas pancreáticas en el sitio dónde se está produciendo el daño(80,81). Sin 
embargo, puede ocurrir que el paso uno y el dos ocurran simultáneamente. En el 
caso de la PC de origen tóxico, el alcohol activaría directamente las PSC y por lo 
tanto la necrosis o apoptosis de los otros tipos celulares pancreáticos y la activación 
y proliferación de las células estrelladas ocurriría al mismo tiempo(82,83).  
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En la última fase, las PSC producen el depósito de la MEC, que remplaza el 
infiltrado inflamatorio y que afecta a la arquitectura y función del tejido sano (Figura 
4). Para que se produzca el depósito de MEC, las PSC son capaces de producir 
metaloproteinasas entre ellas MMP-2  y MMP-9, que tienen la habilidad de destruir 
la MEC normal, colágeno IV y V, así como la gelatina y la elastina(73), localizada en 
zonas pericelulares y favorece la deposición de colágeno I y III y de 
fibronectina(84). 
De forma general, si el factor causal desaparece, el depósito de MEC no se 
mantiene y las PSCentran en apoptosis o vuelven a su estado quiescente.  
 
 
Figura 4. Esquema representativo de los eventos durante el daño pancreático. Los cambios en 
respuesta a daño pancreático en el espacio intercelular incluyen alteraciones en las células 
pancreáticas y cambios en la composición de la MEC. La activación de las células estrelladas conlleva 
la acumulación excesiva de la MEC, como resultado hay una pérdida de la arquitectura y la función del 
páncreas. Modificado de Friedman 2008 (14). 
 
6.3. Distribución de la fibrosis dependiendo de la etiología 
6.3.1. Pancreatitis crónica alcohólica 
La principal característica histopatológica en la pancreatitis crónica de origen 
alcohólico es la autodigestión del tejido que conlleva la necrosis del mismo(85). 
Como consecuencia de la necrosis, se produce una respuesta inflamatoria y 
hemorragia de la glándula con lo que se inicia la fibrosis en el lugar donde sucedela 
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necrosis inicial(86). Los macrófagos y las plaquetas de las áreas con necrosis 
hemorrágica van a liberar factores de crecimiento y citoquinas, como el TGFβ y 
PDGF, que van a tener efectos paracrinos, sobre células acinares, ductales y sobre 
PSC/fibroblastos existentes, y autocrinos, sobre las propias células 
estrelladas(87,83). Debido a que el foco de autodigestión se sitúa en los espacios 
intersticiales alrededor de los lóbulos acinares y entre los lóbulos ductales, la 
fibrosis se extiende con un patrón interlobular o perilobular(88). Debido a esto, el 
flujo de las secreciones pancreáticas se encuentra alterado. El elevado contenido 
en electrolitos y proteínas promueve la precipitación de las proteínas formando 
calcificaciones intraductales, con lo que se produce obstrucción que conlleva atrofia 
acinar y la fibrosis intralobular. Cuando la fibrosis se expande al área lobular, la 
fibrosis confiere una distribución difusa(88). 
6.3.2. Pancreatitis hereditaria 
Mutaciones en el gen del PRSS1 o en su inhibidor, SPINK 1, están asociadas a la 
activación de la tripsina dentro de la propia célula acinar, que conlleva la 
autodigestión del tejido y la consecuente necrosis y el inicio de la respuesta 
inflamatoria(13,34). Esta activación intracelular también va a afectar a las células 
ductales. En estos casos, se ha encontrado que la fibrosis del tejido tiene una 
distribución periductal, donde los ductos aparecen dilatados y con numerosas 
calcificaciones intraductales(89).  
6.3.3. Pancreatitis autoinmune 
Histológicamente se caracteriza por infiltrado linfoplasmático y fibrosis que se 
localiza en los ductos, produciendo el estrechamiento de los mismos y 
ocasionalmente su destrucción. La inflamación afecta al tejido acinar e incluso la 
destrucción del mismo. Durante el curso de la inflamación se desarrolla la fibrosis 
del tejido que se encuentra en áreas periductales y posteriormente interlobulares. 
Finalmente, la fibrosis tiene una distribución difusa a lo largo de toda la 
glándula(38). En el caso que la lesión fibrótica tenga una distribución alargada 
adquiere una apariencia como de tumor y se presenta como un pseudotumor 
inflamatorio.  
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6.3.4. Pancreatitis obstructiva 
La obstrucción del conducto principal o de algún ducto secundario del espacio 
interlobular produce estenosis del ducto y atrofia acinar que es remplazando por 
tejido fibrótico(88). El área que se ve afectada en el proceso fibrogénico en este tipo 
de pancreatitis se sitúa en el cuerpo y cola de la glándula por lo tanto en áreas 
interlobulares combinada con áreas intralobulares con igual distribución en ambas 
regiones(90). 
7. Las Células Estrelladas Pancreáticas 
7.1. Biología de las células estrelladas pancreáticas 
En el cuerpo humano, las células estrelladas se encuentran en numerosos órganos 
tales como, hígado, pulmones, páncreas, riñón, intestino, bazo, glándula adrenal, 
conducto deferente y cuerdas vocales, donde muestran una localización 
perivascular. Concretamente, las células estrelladas pancreáticas (PSC) han 
cobrado gran importancia en los últimos años, ya que no ha sido hasta el año 1982, 
cuando fueron observadas por primera vez (15), y hasta el 1998 cuando se aislaron 
y caracterizaron (17,18)en animales de experimentación y en humanos.Los 
métodos de aislamiento utilizados se basan en que las PSC poseen numerosos 
gránulos lipídicos en su citoplasma, con lo que tienen una densidad menor a otros 
tipos celulares, por ello se pueden separar creando un gradiente de densidad en 
una suspensión de células pancreáticas(17). En el páncreas sano, las PSC se 
localizan en áreas basolaterales de las células acinares pero también en áreas 
periductales y perivasculares dentro del parénquima pancreático donde actúan 
captando posibles cambios en la homeostasis de la glándula.En este estado 
(inactivo o quiescente) requiere de tinciones especiales para ser detectadas ya que 
son escasas, entre un 4-7% de todos los tipos celulares pancreáticos, y sus 
cuerpos celulares son planos con proyecciones citoplasmáticas que se extienden a 
lo largo de las células adyacentes. A microscopio electrónico se distingue un 
retículo endoplasmático rugoso muy desarrollado, fibras de colágeno y vacuolas 
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(gránulos lipídicos) alrededor de un núcleo central. Los gránulos lipídicos 
almacenan vitamina A, que se pueden ver en cultivo por autoflorescencia de la 
propia vitamina A al exponerlo a luz UV (328nm)(15) y expresan marcadores 
específicos como la desmina o la proteína fibrilar glial ácida (GFAP).Por otra parte, 
las PSC tienen una baja capacidad mitótica y de síntesis de proteínas de matriz 
extracelular (Figura 5). 
 
Figura 5. Fotografía de células estrelladas pancreáticas de rata en cultivo primario. Zoom de  
los gránulos de vitamina A intracitoplasmáticos. 
Durante los últimos años se ha constatado el papel fundamental de las PSC en el 
desarrollo de la fibrosis pancreática en la pancreatitis crónica y el cáncer de 
páncreas(17,87).En respuesta a daño pancreático, las PSC existentes en el 
páncreas se transforman a su fenotipo activado que se considera el evento central 
en la fibrogénesis pancreática, conlleva un incremento de la síntesis y deposición 
de proteínas de matriz (MEC) que conduce a la fibrosis del tejido.  
7.2. El origen de las células estrelladas pancreáticas 
Existe controversia en cuanto al origen de las PSC. Se cree que podrían tener tanto 
origen mesodérmico(91), endodérmico(92) o neuroectodérmico(93), sin embargo 
ningún estudio ha abordado esta cuestión hasta la fecha. Tanto el origen 
neuroectodérmico como el mesodérmico han sido considerados como posibles 
orígenes de las células estrelladas hepáticas (HSC)(91,93). Las células hepáticas 
comparten un gran número de características con las PSC, de hecho en un estudio 
comparativo entre fibroblastos y células estrelladas hepáticas y pancreáticas 
demostraron que HSC y PSC son diferentes a los fibroblastos y que comparten 
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muchas homologías incluyendo expresión de genes relacionados con la expresión 
de proteínas de MEC, contractibilidad, metabolismo de los retinoides y factores de 
crecimiento(94). Además HSC y PSC sólo se diferencian en la expresión de 29 
genes(19). Por todo ello, se cree que PSC y HSC tengan un origen común. 
Teniendo en cuenta que durante el daño pancreático se incrementa el número de 
PSC, el debate del origen de las PSC está todavía abierto. Aunque hay estudios 
que sugieren que las PSC se originan en la médula óseay que contribuyen tanto a 
la población quiescente como activada(95), sin embargo, su capacidad tanto 
proliferativa como de migración y la capacidad de transición epitelio o endotelio-
mesénquima también debe de contribuir a la población de PSC activadas durante el 
daño pancreático.  
7.3. Papel de las células estrelladas como inductoras de fibrosis 
Hasta la caracterización de las células estrelladas pancreáticas, la fibrosis 
pancreática se consideraba un epifenómeno del daño crónico del tejido, a partir de 
entonces, son numerosos los estudios que se han centrado en el papel de las PSC 
como inductoras de fibrosis. Estudios histológicos e inmunohistoquímicos en 
páncreas de pacientes con pancreatitis crónica y en modelos de animales de 
experimentación de fibrosis pancreática han establecido que el colágeno I es la 
proteína de matriz extracelular mayoritaria en áreas fibróticas, y además estas 
áreas son positivas para α-SMA lo que sugiere que hay PSC activadas en esa 
zona(80).Por otra parte, mediante una hibridación in situ, se ha comprobado que las 
PSC expresan ARNm de colágeno I lo que sugiere que las células estrelladas 
activadas son la principal fuente del mismo en las áreas fibróticas. También se ha 
observado que las células acinares adyacentes a las áreas fibróticas son positivas 
para TGFβ, sin embargo los acinos alejados de dichas áreas no lo son; este hecho 
se relaciona con el efecto paracrino del factor de crecimiento sobre las PSC(80). 
Existen también productos de peroxidación lipídica (4-hidroxi-2,3-noneal) lo que 
indica que hay un incremento de estrés oxidativo(96), y además in vitro se conoce 
que las PSC responden al estrés(82). Finalmente,el incremento de la expresión de 
PDGF podría ser el responsable del incremento del número de PSC en áreas 
fibróticas, debido por un lado al efecto mitogénico (proliferación local de las PSC) y 
Introducción  
 
Página | 31 
 
al efecto quimiotáctico (reclutamiento de las mismas hacia áreas afectadas por el 
daño)(87,97). 
Para poder caracterizar a lo largo de un periodo de tiempo la fibrogénesis y el papel 
de las PSC en las etapas tempranas de dicho proceso, se han utilizado numerosos 
modelos animales. Entre los modelos más utilizados están la inyección de tóxicos 
como el 2,4,6-trinitrobenceno sulfónico (TNBS)(98), inyecciones repetidas del 
secretagogo caerulina (análogo del secretagogo CCK)(99,100), cirugía obstructiva 
del conducto pancreático (101)o el uso de animales modificados genéticamente que 
dan lugar a una sobreexpresión del TGFβ(102). Otros modelos han utilizado el 
alcohol en la dieta junto con otro factor desencadenante(103,104). Estos últimos se 
basan en la premisa que el alcohol sólo no es suficiente para causar daño 
pancreático evidente y que por lo tanto otro factor es necesario para iniciar el daño 
pancreático(104). En general se observó que las PSC se activaban en etapas 
tempranas en el curso del daño pancreático, y que eran la principal fuente de 
colágeno en áreas fibróticas. También se encontró un incremento en el número de 
células estrelladas(80).  
El siguiente paso en el estudio del proceso de la fibrogénesis fue el de identificar los 
factores específicos responsables de la activación de las PSC durante el daño 
pancreático; para ello se basaron en el conocimiento previo de los estudios in vivo. 
Estos estudios se centraron  en los procesos de  proliferación, expresión de α-SMA, 
síntesis de proteínas de MEC, producción de MMPs, migración, pérdida de gránulos 
de vitamina A, liberación de citoquinas y contractibilidad(87,80,105,106,107).En 
estos estudios se comprobó que las PSC migran hacia la zona donde se está 
produciendo el daño y proliferan localmente en respuesta al factor de crecimiento 
PDGF(106). Además la activación previa de las PSC es necesaria para que 
adquieren la capacidad de migrar(106). Por otra parte, existe una expresión 
significativa del factor de crecimiento transformante β (TGFβ) en páncreas fibróticos 
humanos, confirmándosesu papel como citoquina profibrogénica(80). Además el 
TGFβ estimula la síntesis y secreción de colágeno, fibronectina y laminina e 
incrementa la producción de MMP2(108,87). Esta metaloproteinasa promueve la 
fibrosis ya que facilita la deposición de colágeno fibrilar (anormal) degradando la 
matriz normal de colágeno.   




7.4. Activación de las células estrelladas pancreáticas 
La activación de las PSC es considerada la respuesta de cicatrización después del 
daño pancreático; un proceso que no es patológico en sí mismo. De hecho 
recientemente se ha sugerido que las PSC contribuyen a la regeneración después 
de una pancreatitis aguda necrotizante en humanos(109). Sin embargo, repetidos 
episodios de daño tisular y la estimulación persistente de las células estrelladas 
conllevan la fibrosis del tejido seguida de la pérdida de función del tejido y la 
progresión a cáncer de páncreas.   
En respuesta a diferentes estímulos las PSC pasan a un estado “activado”. En este 
estado ocurren cambios morfológicos y metabólicos en las células: cambia de 
morfología a una fenotipo demiofibroblasto, pierden los gránulos de vitamina 
A,expresan actina alfa de músculo liso (α-SMA), se incrementa su proliferación, son 
capaces de migrar, producen grandes cantidades de componentes de matriz 
extracelular (colágeno de tipo fibrilar yfibronectina), degradan la matriz por la 
producción de metaloproteinasas y liberan citoquinas(17,18,80) (Figura 6). 
 Cambio de fenotipo 
Dentro de los posibles marcadores del fenotipo activado de las PSC, el más 
utilizado para estudiar el cambio de fenotipo es el α-SMA. Es una proteína del 
citoesqueleto cuyo incremento proporciona un aumento del potencial contráctil. Más 
que un marcador de activación de las células per se, se considera un marcador de 
transdiferenciación que indica el fenotipo de miofibroblasto que adquieren las PSC 
activadas.En concreto se sabe que tras 48 horas en cultivo el 90% de las PSC 
muestran marcaje positivo para esta proteína(17), siendo además más específica 
que otros marcadores musculares, como la desmina(110). 
Otros marcadores en PSC serían los siguientes: la desmina, aunque es altamente 
variable entre diferentes especies; la nestina que todavía no presenta evidencias 
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suficientes como para monitorizar la activación de las PSC en humano y roedores; y 
finalmente la proteína fibrilar glial ácida (GFAP), que no se expresa en fibroblastos y 
además es selectiva en ratas y humanos y es otro de los marcadores más 
utilizados. Por otra parte, durante la activación de las células estrelladas existen 
cambios en la expresión génica que se podrían utilizar como marcadores del 
fenotipo activado. Genes como Notch3, proteína secretada relacionada con frizzled 
5 (SFRP5), Wnt4 y Wnt5a, se expresan tras la activación de las  PSC, sin embargo 
se necesitan estudios para validar la expresión de estos genes como marcadores 
en la activación de las PSC. 
 Gránulos de Vitamina A 
Los mecanismos por los cuales las PSC acumulan o pierden los gránulos de 
vitamina A están todavía en estudio. Recientemente se ha postulado que la 
albumina, proteína endógena en PSC y que se co-localiza con la vitamina A en los 
gránulos lipídicos, está implicada en la formación de los gránulos, ya que hace a las 
células más resistentes a la capacidad activante del TGFβ, y en células activadas 
estimula la reaparición de los mismos(111).  
 Proliferación 
La proliferación es una característica fundamental en la fibrosis pancreática. La 
proliferación de las PSC se incrementa en respuesta a citoquinas, estrés oxidativo y 
factores de crecimiento(18,87). Se ha demostrado que el factor de crecimiento 
derivado de plaquetas (PDGF) es el principal mitógeno de las PSC e incrementa la 
proliferación tanto in vivo como in vitro(108).  
 Migración 
La migración es un proceso complejo donde están implicados cambios dinámicos 
en el citoesqueleto de actina y miosina de la célula. Es esencial en gran número de 
procesos como cicatrización, colonización (metástasis) o ingeniería tisular(112). Las 
PSC tienen la capacidad de migrar hacia áreas donde se está produciendo el daño 
pancreático y es necesario un cambio de fenotipo (a fenotipo activado) para que 
exista migración(106).  
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Tras la activación de las PSC pueden ocurrir dos fenómenos, por un lado que la 
inflamación y el daño se mantenga; repetidos episodios de daño tisular y la continua 
estimulación de las PSC con los estímulos profibróticos,  conlleva una activación de 
PSC persistente y el desarrollo de fibrosis patológica lo que llevaría a la pérdida de 
función de la glándula y a la progresión de la PC. Por otro lado, si la inflamación y el 
daño se controlan y no se repiten, las PSC pueden entrar en apoptosis o 
desdiferenciarse a su estado quiescente. En este caso no se desarrolla fibrosis sino 
que conlleva la cicatrización del tejido. La desdiferenciación se ha observado in 
vitro, y más recientemente in vivo en respuesta a vitamina A, que induce la 
quiescencia de las PSC por disminución de la activación de la ruta de las MAP 
kinasas(113). La apoptosis se ha observado en varios estudios(114), 
concretamente, los tocotrienoles de la vitamina E inducen apoptosis y autofagia en 
PSC activadas de rata y este tratamiento no afecta a las PSC en estado quiescente 
o a otras células pancreáticas(115). Una tercera vía que puede estar implicada es la 
senescencia celular, de hecho en un estudio en ratas se ha observado que limita la 
respuesta fibrogénica al daño tisular agudo a través de la activación del inhibidor 
del ciclo celular Cdkn1a(116).Ademáslos linfocitos tendrían un papel dual, ya que 
por un lado desencadenan la activación de las PSC y por otro, participan en  la 
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Figura 6. Esquema representativo de los procesos asociados a la activación de las 
células estrelladas pancreáticas. Modificado de Omary MB y col 2007 (4). 
7.5. Factores de activación en las células estrelladas pancreáticas 
Numerosos estudios se han centrado en el estudio de posibles factores de 
activación de las PSC en cultivo (Figura 7).  
El alcohol y sus metabolitos: Entre los factores encontrados hasta ahora, el 
alcohol y sus metabolitos (acetaldehído y etil-esteres de ácidos grasos) han 
cobrado gran importancia por ser un factor conocido de la pancreatitis crónica (ver 
el papel de los tóxicos en el páncreas). Este factor activa directamente las PSC a 
través del metabolismo del alcohol a acetaldehído por acción de la enzima alcohol 
deshidrogenasa (ADH) generando así estrés oxidativo dentro de la propia célula y 
manteniendo además el fenotipo activado de las PSC.  
Endotoxina bacteriana: Se ha estudiado el papel de los lipopolisacáridos de 
pared bacteriana (LPS) como posible desencadenante de la fibrosis 
pancreática(104). Se ha observado que la presencia de LPS inhibe la apoptosis de 
las PSC y al mismo tiempo estimula la proliferación de las mismas. Además se 
sugiere que el alcohol y las endotoxinas podrían tener un efecto sinérgico en la 
activación y la supervivencia de las PSC(104).   
Citoquinas y factores de crecimiento: Hoy en día se conocen numerosas 
citoquinas y factores de crecimiento capaces de activar las PSC de una manera 
paracrina y autocrina durante el daño pancreático(17,18,87,4). Estas citoquinas 
pueden ser secretadas por células acinares, ductales, epiteliales, células 
inflamatorias, plaquetas y células cancerígenas además de por las propias PSC. El 
PDGF es secretado por varias tipos celulares incluidos plaquetas, células 
mononucleares y macrófagos activados durante la inflamación(77); tiene un potente 
efecto quimiotáctico sobre las PSC y además estimula su proliferación(118) a través 
del aumento de receptores para PDGF en la superficie de PSC(87,108).  El TGFβ y 
su efector en la ruta de señalización, factor de crecimiento de tejido conectivo 
(CTGF), se han identificado como mediadores de la estimulación de la síntesis de 
matriz por parte de las PSC. El TGFβ estimula la activaciónde las PSC, esto 
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conlleva la síntesis y secreción de proteínas de matriz extracelular (colágeno, 
fibronectina y laminina) por parte de estas células(87,108). Además, el 
TGFβestimula la síntesis de MMP-2 por parte de las PSCs favoreciendo el depósito 
de colágeno fibrilar. Por otra parte,incrementa la síntesis de receptores para PDGF 
en las PSCs perpetuando de la fibrogénesis(87). Las citoquinas proinflamatorias 
producidas en etapas tempranas durante la pancreatitis aguda, como el factor de 
necrosis tumoral α (TNFα), la proteína quimiotáctica de monocitos (MCP-1) y 
algunas interleuquinas (IL-1, IL-6 e IL-13) estimulan la activación (expresión de α-
SMA) de PSC(105,119). Concretamente el TNFα estimula además la proliferación y 
la síntesis de colágeno tipo I que está regulado a nivel post-transcripcional en 
PSC(105), Por otro lado, la IL-13 promueve la proliferación de las PSC por la 
disminución del efecto autocrino del TGFβ a través de una reducción de la actividad 
del NFkB; sin embargo, este sistema receptor de IL-13 no se ha observado en 
humanos, sólo en ratas(119).  
Además las propias PSC tienen la capacidad de producir mediadores inflamatorios, 
entre ellos TGFβ, CTGF, TNFα, IL-1β, IL-6, PDGF que contribuyen a perpetuar su 
fenotipo activado incluso en ausencia del factor inicial de respuesta de la activación 
de las PSC. Entre ellos, la activina Aque pertenece a la familia del TGFβ y tiene 
funciones en la activación de las PSC por vía autocrina incrementando la expresión 
de colágeno y la expresión y secreción de TGFβ1(120). La producción de estas 
moléculas puede ser producida por estímulos endógenos (como por ejemplo el 
alcohol) o por las propias citoquinas producidas por las PSC(105). Un ejemplo sería 
la IL-6 producida por el estímulo de TGFβ y viceversa (121).  
El estrés oxidativo: Está demostrado que el estrés celular también activa las 
PSC y además está implicado en otras funciones celulares como la síntesis de 
colágeno fibrilar(122). Existen además algunos estímulos como el alcohol que 
ejerce su efecto en las células estrelladas a través de la peroxidación lipídica dentro 
de la propia célula (82). Por otra parte las PSC expresan NADPH oxidasa que 
genera intracelularmente especies reactivas del oxigeno y que por tanto median la 
activación de las propias PSC(123,124).  
El incremento de presión: Otro de los factores implicados en la activación de las 
PSC es el incremento de la presión debido al “síndrome compartimental” de las 
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pancreatitis crónica, que conlleva una perfusión disminuida en el sistema 
gastrointestinal, e isquemia intestinal que incrementaría la permeabilidad del 
intestino y con ello la translocación bacteriana a través de la barrera epitelial. 
Además induce la síntesis de proteínas de MEC y de citoquinas por parte de las 
PSC, mediado por el estrés oxidativo producido por las consecuencias del aumento 
de presión(125).   
 
Figura 7.Mecanismos de activación de las PSC. La exposición a tóxicos y sus metabolitos generan 
ROS que produce la activación de las PSC y la producción de factores que de forma autocrina 
estimulan la activación de las mismas. Los factores paracrinos son derivados de otros tipos celulares. 
Modificado de Omary MB y col. 2007 (4). 
 
Otros factores: Existen otros factores que están asociados a la activación de las 
PSC y que se encuentran sobrexpresados en PC. Entre ellosdestacala endotelina-
1, que tiene efectos profibrogénicos y proinflamatorios en el páncreas; 
concretamente se expresa en PSC y estimula su migración y contracción(126)(127). 
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La ciclooxigenasa 2 (COX-2) que es una molécula proinflamatoria que podría estar 
implicada en la perpetuación del fenotipo activado(128). La galectina-1 que induce 
la activación de las PSC, estimula la proliferación y la producción de citoquinas, 
entre ellas MCP-1(129).  El fibrinógeno que induce la producción de citoquinas y la 
síntesis de colágeno en PSC (107). Finalmente la hiperglucemia, que se ha 
observado en animales de experimentación que incrementa la activación, 
proliferación y estimula la síntesis de colágeno tipo I(130). 
7.6. Funciones de las células estrelladas pancreáticas. 
Las células estrelladas, además de su papel como efectoras en la fibrosis 
pancreática,  cumplen otras funciones celulares implicadas en la homeostasis del 
tejido, aunque su papel en el páncreas sano ha sido poco estudiado.   
Regulación del balance de la matriz extracelular: como ya se ha indicado las 
PSC además de producir proteínas de matriz extracelular, sintetizan enzimas de la 
familia de las metaloproteinasas (MMPs) que degradan la matriz, y sus inhibidores, 
los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMPS). Por lo tanto, las PSC 
tienen la habilidad de producir y degradar la matriz jugando un papel fundamental 
en el mantenimiento del tejido normal(84). Por otra parte regulan la integridad 
epitelial a través del mantenimiento de la membrana basal. Los receptores 
integrinajuegan un papel fundamental en la unión célula-célula y célula-MEC en 
diferentes tejidos. Concretamente el receptor integrina β1presente en la superficie 
de las células del páncreas,  es el responsable de la unión a la matriz extracelular 
con el citoesqueleto intracelularmediando la movilidad celular, la supervivencia, la 
proliferación y la diferenciación celular(131,71). La deficiencia de la integrina β1 en 
las PSC tiene un efecto directo sobre la expresión de proteínas de MEC que a su 
vez afecta a las receptores integrina de las células acinares de tal forma que se 
reduce la producción de zimógenos (pérdida de función exocrina) y disminuye la 
supervivencia celular (71). Por lo tanto las PSC mantienen la homeostasis del 
parénquima pancreático. 
Como células progenitoras: Recientemente se ha barajado la hipótesis de la 
capacidad de las PSC como células progenitoras. Se ha comprobado que las PSC 
que son resistentes al mitoxantrona (fármaco que impide la proliferación de células 
Introducción  
 
Página | 39 
 
tumorales), expresan un marcador de células madre, el transportador ABCG2 
(donde ABC es uno de los dominios de unión a ATP) y son capaces de secretar 
insulina después de la diferenciación celular(132). Sin embargo, es necesario 
corroborar este papel como células progenitoras analizando otros tipos de 
marcadores de células madre y comprobar que son capaces de transformarse en 
otros tipos celulares.  
Regulación del tono vascular y ductal del páncreas: La expresión de α-SMA 
incrementa del potencial contráctil que además también está regulado por la 
endotelina-1(127). Debido a su localización en áreas peri-ductales y peri- 
vasculares, el potencial contráctil de las células está implicado en la regulación de 
tono vascular y ductal del páncreas.    
Inmunidad local en el páncreas: Las PSC tienen capacidad de endocitar y 
fagocitar cuerpos extraños, debris de procesos necróticos y células 
polimorfonucleares viejas(133); esta función está asociada con la muerte celular por 
necrosis de la propia célula estrellada.  Por otra parte, se ha especulado que 
pueden tener función inmunológica innata ya que expresan receptores Toll-like  
(TLRs), que son proteínas implicadas en la activación de este tipo de 
inmunidad(104,133). Concretamente expresan, TLR2 que reconoce patrones 
moleculares de bacterias Gram +, TLR3 que reconoce doble cadena de ARN 
durante la replicación viral, TLR4 que reconoce lipopolisacáridos de pared de 
bacterias Gram - y TLR5 que reconoce flagelina (componente de flagelos 
bacterianos). Más recientemente se ha investigado la posible capacidad de las PSC 
de actuar como célula presentadora de antígeno (función inmunidad adquirida). Sin 
embargo, en células de rata se ha visto que las PSC, al contrario de las HSC, no 
expresan marcadores de células presentadoras de antígeno como las moléculas 
MHC de clase II(134).   
Regulación de secreción de enzimas: Las PSC actúan como intermediarias en la 
regulación de la secreción de enzimas pancreáticas inducidas por colecistoquinina 
(CCK). Recientemente se ha demostrados que las PSC expresan receptores 1 y 2 
para la hormona gastrointestinal CCK en humanos y en rata(135). Estos receptores 
de CCK están implicados en la regulación de importantes funciones de las PSC 
como es la activación, la proliferación y la síntesis de colágeno I(135). 
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Concretamente se ha visto que las PSC responden a la CCK(135)produciendo 
acetilcolina (Ach) que actúa sobre los receptores muscarínicos de las células 
acinares(136).Además en co-cultivo se ha comprobado que hay un incremento de 
amilasa que se inhibe al bloquear los receptores muscarínicos(136).   
Producción de citoquinas pro y anti-inflamatorias: Entre las citoquinas producidas 
por las PSC activadas se ha identificado la IL-10(137). La IL-10 es una potente 
citoquina antiinflamatoria que limita la gravedad de la pancreatitis aguda, y además 
reduce la expresión de TGFβ liberado por células inflamatorias(138). 
Angiogénesis: Las PSC producen factor de crecimiento del endotelio vascular 
(VEGF) de forma constitutiva y su producción se incrementa en hipoxia(139). 
También produce otras moléculas relacionadas con la angiogénesis como son los 
receptores para VEGF (Flt-1 y Flk-1), angiopoietina-1 y su receptor Tie-2, y 
vasohibina-1. 
Metabolismo de la glucosa: Se ha encontrado que las PSC expresan 
transportadores de glucosa, concretamente Glut 1 y Glut 3(137), que tienen gran 
afinidad por la glucosa, y también son capaces de transportar galactosa. 
7.7. El proceso inflamatorio: La fractalquina (CX3CL1) 
Como ya se ha descrito, la activación delas PSC está asociada al reclutamiento de 
monocitos y macrófagos y  la liberación de citoquinas, quimioquinas y factores de 
crecimiento. Las quimioquinas están implicadas en la migración y activación por 
unión a receptores de la superficie celular específicos en sus células diana. Algunas 
de estas citoquinas, como IL-8, IL-15, MCP-1 o la CX3CL1 (fractalquina) y  
RANTES (Regulador de la Activación de las Células T Normalmente Secretadas y 
Expresadas) producidas por las PSC,contribuyen al reclutamiento de células 
inflamatorias(140).Las PSC también expresan moléculas de adhesión como la 
molécula de adhesión intercelular -1 (ICAM-1) que contribuye al reclutamiento de 
células inflamatorias(141).  
La fractalquina (FKN) es el único miembro de la subfamilia de quimiquinas CX3C, 
que fue identificada por primera vez en el año 1997(142). Se expresa en la 
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superficie celular y puede ser escindido y convertirse en un quimioatrayente soluble, 
lo que la convierte en la única quimioquina que posee dos funciones 
biológicas(142).Como forma soluble actúa como quimioatrayente y recluta células 
que expresan el receptor de CX3CR1, como los monocitos o las células NK,  
mientras que unida a la membrana actúa como molécula de adhesión. Se expresa 
en varios tipos celulares, entre ellas en PSC, aunque su expresión en el páncreas 
no es exclusiva de las PSC sino que también se puede expresar por células 
acinares e islotes de Langerhans(143). Las citoquinasTNFα e IL1β y toxinas como 
los lipopolisacáridos de pared bacteriana (LPS) inducen la secreción de FKN(144).  
Se ha encontrado que pacientes con pancreatitis crónica tienen niveles elevados de 
fractalquina en sangre (143,145)queestán además implicados en la patogénesis y 
desarrollo del daño multiorgánico durante la PA grave; por lo tanto podría utilizarse 
como marcados en etapas tempranas de la PA y PC(146). 
7.8. Rutas de señalización en células estrelladas pancreáticas 
La identificación de las rutas de señalización intracelulares implicadas en la función 
de las PSC ha cobrado gran importancia en los últimos años. Identificando las rutas 
que controlan las funciones de las PSC, se podría regular su función y así progresar 
en la búsqueda de posibles estrategias terapéuticas (Figura 8).  
Una de las principales rutas de señalización que se activan en las PSC es la 
proteína quinasa activada por mitógeno (MAPK). Es una familia de proteínas con 
actividad serin/treonin quinasa específica que tiene un papel fundamental en la 
regulación de los procesos celulares, incluidos expresión génica, proliferación y 
supervivencia o apoptosis celular(147). Existen tres rutas principales en mamíferos 
de la familia de las MAPK: ERK (quinasa regulada por señales extracelulares), JNK 
(c-Jun N- terminal quinasa) y  p38(147). Concretamente en el páncreas son los 
elementos centrales que procesan las señales generadas por factores de 
crecimiento, citoquinas proinflamatorias, TLR ligandos, angiotensina II, etanol, 
tripsina y estrés oxidativo.  Cada miembro de esta familia se activa por fosforilación 
y se transloca al núcleo donde fosforila y activa factores de transcripción como el 
NFkB o el AP-1(141,148). Durante la activación de las PSC el NFkB incrementa su 
actividad y estimula la expresión de moléculas de adhesión como ICAM-1, o 
Página | 42 
 
citoquinas o quimioquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, MCP-1y CX3CL1 
(fractalquina)(141,133,83,144).   
 
 
Figura 8.Esquema representativo de las rutas de señalización implicadas en la activación de las 
células estrelladas pancreáticas. 
 
La ruta Ras-Raf-ERK1/2se activa en etapas tempranas y precede al cambio de 
fenotipo por parte de las PSC(149). El PDGF, el etanol y el acetaldehído estimulan 
la activación y proliferación de las PSC a través de esta ruta(83). Otra función de 
PSCs regulada por esta ruta es la producción de MMP-1.Lasrutas JNK y p38 se 
activan en respuesta a citoquinas proinflamatorias y estrés celular además el etanol 
y sus metabolitos también activan dichas rutas(83), de hecho la inhibición de la 
actividad enzimática p38 interfiere en la acción activadora del etanol en las PSC. 
Además el p38 está implicado en el efecto sobre la proliferación de las células 
estrelladas por parte del PDGF y regula la producción de colágeno en respuesta a 
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etanol, acetaldehído y estrés oxidativo(150).La ruta JNK está implicada en la 
inducción de la apoptosis en PSC(151).  
Otra ruta de señalización intracelular implicada en los procesos de activación de 
PSC es la fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K).Esta ruta es responsable del efecto 
sobre la migración, y no sobre la proliferación, de PSC tras el estímulo de 
PDGF(118). Además factores como IL-1 y TNFα, ejercen su acción en las PSC a 
través de esta ruta. La Rho-Rho quinasa (ROCK)está implicada en la activación in 
vitro ya que regula el citoesqueleto de actina, la formación de fibras y la alteración 
de la morfología de las PSC durante el proceso de activación(152,127). 
Las citoquinas y factores de crecimiento ejercen su efecto en la expresión de genes 
diana a través de cascadas de señalización que regulan el conjunto de factores de 
transcripción. Entre los reguladores de la proliferación de PSC promovida por 
PDGF, están las rutas ERK y JAK/STAT(153). El TGFβ1 regula gran variedad de 
funciones en las PSC, entre ellas incrementa proteínas de matriz extracelular, 
incrementa la expresión de α-SMA, regula la proliferación y disminuye la expresión 
de MMP-3 y MMP-9, a través de los mediadores de señalización intracelular Smad 
2 y 3, o por vía autocrina, por lo que induce su propia expresión de ARNm mediada 
por la ruta ERK (154).  
Otra ruta asociada a las PSC es Indian hedgehog (IHH), que incrementa la 
migración de las PSC de manera quimiotáctica o quimiocinética, pero no altera la 
expresión de α-SMA, proliferación celular o expresión de colágeno I(155). 
En condiciones de hipoxia el factor inducible por hipoxia (HIF-1) se acumula, se 
transloca al núcleo y transactiva genes como el del factor de crecimiento, 
VEGF(139).  
Finalmente los micro ARNs (ARNmi) han cobrado gran importancia en los últimos 
años. Son secuencias pequeñas entre 20-25 nucleótidos, no codificantes de ARN, 
que se dirigen a la región 3’ no traducida de ARN mensajero para su 
desestabilización. Cumplen una serie de funciones, entre ellas se ha descrito su 
implicación en la proliferación celular, la apoptosis, la diferenciación y la 
carcinogénesis. Se ha visto que en estado activado existe una gran alteración del 
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perfil de ARNmi comparados con las PSC en estado quiescente, y que estosARNmi 
alterados están asociados con el movimiento celular, crecimiento y la muerte 
sugiriendo además que tienen un papel fundamental en la activación de las 
PSC(137).  
7.9. Interacciones con otros tipos celulares. 
Las PSC interaccionan con otros tipos celulares del páncreas a través de citoquinas 
y factores de crecimiento. En los últimos años, se ha comprobado que las PSC 
expresan una gran variedad de conexinas que podrían ser las responsables de la 
comunicación de las PSC con otros tipos celulares. Las conexinas son subunidades 
de las uniones estrechas que permiten la comunicación intracelular directa,pero 
también jueganun papel importante enlaregulación de la proliferacióncelular, en la 
diferenciacióncelularyen el desarrollo del tejido; por lo tanto, además de llevar a 
cabo la comunicación intracelular podrían tener un papel en la regulación de las 
funciones y la activación de las PSC(156). 
Como ya se ha indicado, las PSC tienen una estrecha relación con las células 
acinares debido a su localización. Los acinos secretan citoquinas y factores de 
crecimiento que ejercen su efecto sobre las PSC(81);de esta forma las PSC podrían 
tener un papel intermediario en la regulación de la secreción de 
enzimaspancreáticas, concretamente en la secreción de amilasa(135,136).  
Con respecto a las células β, las PSC disminuyen la expresión de ARNmde insulina 
y la secreción de esta hormona por parte de las células β. Además induce la 
apoptosis de las mismas, estos procesos son característicos de la diabetes 
mellitus(157).  
7.9.1. Interacciones con células cancerígenas 
El adenocarcinoma ductal pancreático se caracteriza por una reacción 
desmoplásica abundante. Las PSC son la principal fuente de proteínas de matriz 
extracelular que constituyen la desmoplasia(158). Las PSC interactúan con las 
células cancerígenas y promueven la progresión de la enfermedad a través de 
múltiples mecanismos, incrementando la proliferación, la migración, la angiogénesis 
y la metástasis; además protege a las células cancerígenas a los efectos del 
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tratamiento con gencitabina y radiación (Figura 9). Las PSC promueven la 
transición epitelio-mesénquima (EMT, siglas en inglés) en células cancerígenas de 
forma que disminuyen la expresión de marcadores epiteliales (E-caderina) e 
incrementan la expresión de marcadores mesenquimales (vimentina y Snail)(159). 
La EMTes un proceso que permite a una célula epitelial someterse a múltiples 
cambios bioquímicos y adquirir el fenotipo de célula mesenquimal. El fenotipo 
EMTconlleva el incremento de capacidad migratoria, incremento de invasividad, 
elevada resistencia a la apoptosis e incremento de la síntesis de matriz extracelular. 
Se considera un proceso importante en la progresión de cáncer por la adquisición 
de capacidad invasiva de las células y las propiedades metastásicas así como la 
resistencia a quimioterápicos(160).  
 
 
Figura 9. Interacción bidireccional entre PSC y células pancreáticas cancerígenas. Modificado de 
Apte y colaboradores, 2012 (161). 
 
Por otra parte se observó que las PSC incrementan el fenotipo de célula madre de 
las células cancerígenas con un aumento de expresión de marcadores específicos 
de este tipo celular (nestina o ABCG2) en líneas celulares cancerígenas en co-
cultivo con PSC(162). En estudios in vivo se ha visto que las PSC incrementan la 
tumorigenicidad, sugiriendo que las PSC podrían también estar implicadas en la 
formación del nicho para las células madre cancerígenas(163).  
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Por último, mencionar el papel de las PSC dentro del contexto de la neo-
angiogénesis, característica de tumores malignos. Se ha descrito que las PSC 
estimulan la angiogénesis mediada por el factor de crecimiento VEGF, y que este 
proceso se incrementa en condiciones de hipoxia. Además la hipoxia aumenta a su 
vez la síntesis de proteínas de MEC por parte de las PSC(139).  
8. El Papel de los Tóxicos en el Páncreas 
8.1. El alcohol 
Desde hace años se ha considerado al alcohol la principal causa de pancreatitis, 
tanto aguda como crónica. Durante las últimas décadas han surgido numerosas 
teorías centradas en el mecanismo por el cual el alcohol produce daño en el 
páncreas. De forma general se considera que el alcohol es unfactor que contribuye 
al inicio y progresión(potencialmente reversible) de daño pancreático, pero que por 
sí sólo no causaría pancreatitis, a no ser que estuviese acompañado de otro factor 
que puede ser tanto genético como ambiental.  
Las primeras investigaciones sobre el alcohol se centraron en los efectos del 
alcohol sobre los ductos pancreáticos, ya que, en los pacientes con PC de origen 
alcohólico, existe una tendencia de formar precipitados en el jugo pancreático. La 
precipitación de proteínas secretadas darían lugar a calcificaciones intraductales; 
este hecho conllevaría el desarrollo de atrofia acinar y fibrosis(164,165,166).  
En los últimos años, los estudios se han focalizado en la capacidad de las células 
del páncreas para metabolizar el alcohol, y el efecto de sus metabolitos sobre las 
células pancreáticas, basándose en el conocimiento previo sobre la toxicidad de los 
productos de metabolización del etanol en otros órganos como el hígado. 
Se ha encontrado que en el páncreas existen tres rutas de metabolismo del etanol. 
Dos por la vía oxidativa y una por la vía no-oxidativa. 
 Ruta de metabolización oxidativa: 
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La principal ruta de metabolización del etanol es a través de la enzima alcohol 
deshidrogenasa (ADH) presente, principalmente, en el citosol de células acinares. 
Por esta ruta, el etanol es oxidado a acetaldehído y acetato. La segunda vía 
oxidativa se lleva a cabo por la acción del citocromo P4502E1 (CYP2E1), dando 
lugar a acetaldehído en el retículo endoplasmático. CYP2E1 incrementa su 
expresión en el páncreas con el consumo crónico de alcohol(167). En menor 
medida, la catalasa de los peroxisomas también puede contribuir al metabolismo de 
este tóxico. Como resultado de la vía oxidativa del metabolismo del etanol se 
generan grandes cantidades de ROS(168)y por otro lado la depleción del glutatión 
pancreático generando un desequilibrio que lleva a estrés oxidativo.  
El acetaldehído inhibe la secreción de las células acinares a través de la vía de 
disfunción microtubular y desorganización de los filamentos de actina (por lo que se 
inhibe la exocitosis) o por el bloqueo de la unión de los secretagogos a los 
receptores(169). Por otro lado contribuye al daño de células acinares a través de la 
reducción del ratio NAD/NADH que conlleva un desequilibrio del estado redox de la 
célula. Tanto en estudios clínicos como experimentales se ha demostrado que el 
consumo de alcohol crónico induce el daño celular a través del incremento de la 
producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) que juega un papel 
fundamental en la desestabilización de los gránulos de zimógeno y 
lisosomas(170,171). 
 Ruta de metabolización no-oxidativa: 
Por otra parte el etanol pude ser metabolizado por vía no oxidativa, mediante la 
esterificación con ácidos grasos dando lugar a etil-esteres de ácidos grasos 
(FAEE). Esta reacción está catalizada por etil-esteres de ácidos grasos sintasas 
(FAEE sintasas). La actividad de FAEE sintasa en el páncreas es mayor que la 
observada en el hígado(81,172). 
Los FAEE son capaces de producir daño en el páncreas produciendo edema 
pancreático, vacualización acinar, activación del tripsinógeno, incremento de 
Ca++(produciendo necrosis celular)(55) y están implicados en la fibrosis inducida por 
alcohol ya que incrementa la expresión de proteínas de matriz extracelular. Se han 
propuesto tres vías por las que FAEE causa daño pancreático. Por un lado, los 
Página | 48 
 
FAEE puede interaccionar directamente con las membranas celulares o por 
estimulación de la síntesis de esteres de colesteroldesestabilizando las 
membranas, y dando lugar a necrosis celular(173). Por otro lado, a través de ácidos 
grasos libres liberados durante la hidrólisis de FAEE;en este caso, se estimula los 
receptores de inositol-3-fosfato (IP3) que incrementa la liberación de Ca+2 
almacenado, que lleva a la despolarización de la membrana mitocondrial y con ello 
la imposibilidad de producir ATP(174). 
Se ha observado que para la misma concentración de alcohol, los niveles de 
acetato (productos de la oxidación del alcohol) son significativamente más altos que 
los niveles de FAEE (productos de la vía no oxidativa). 
Tanto acetaldehído como FAEEs alteran la expresión de factores de transcripción 
como NF-kB o AP-1 que median la expresión de moléculas inflamatorias(172). Por 
otra parte, se sabe que la gravedad de la pancreatitis es directamente proporcional 
a la cantidad de necrosis celular e inversamente proporcional a la de apoptosis; así 
el consumo de alcohol incrementa la cantidad de necrosis y disminuye la de 
apoptosis(175,176,177).  
En el páncreas se produce la activación de la respuesta a proteínas desplegadas 
(UPR-“Unfolded Protein Response”) como mecanismo adaptativo a la toxicidad del 
consumo de alcohol crónico. Esta respuesta engloba diferentes procesos, entre 
ellos, la estimulación de la producción de chaperonas, el incremento del  
plegamiento y la capacidad de exportar proteínas del retículo endoplasmático (ER), 
y la eliminación de proteínas aberrantes. Un fallo en el UPR produce estrés celular 
grave, respuesta inflamatoria y en último término, induce muerte celular(178). 
8.1.1. El alcohol en las células estrelladas pancreáticas 
Durante el daño pancreático las células estrelladas se pueden activar en respuesta 
al alcohol(82,83) o por citoquinas proinflamatorias que son liberadas durante la 
necroinflamación producida por el alcohol o por estrés oxidativo(8). 
Se ha sugerido que las PSC tienen la capacidad de metabolizar el alcohol por vía 
oxidativa, ya que presentan actividad ADH (concretamente ADH1C en PSC 
quiescentes humanas)(179). Está demostrado que el alcohol en cultivo celular, a 
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concentraciones clínicamente relevantes de 10mM (corresponde con un bebedor 
social) y 50mM (corresponde con un bebedor crónico)(180), es capaz de activar 
directamente las células estrelladas pancreáticas, tanto humanas como de 
rata(83)(82)sin ser necesario una pre-activación de las células para que el alcohol 
ejerza su efecto estimulante(82). Sin embargo, se ha observado que el efecto sobre 
la activación de PSC está mediada por el metabolismo del alcohol, más que por el 
alcohol per se(82). 
Tanto el etanol como sus metabolitos inducen la producción de colágeno I, 
incrementan la secreción de MMP2, estimulan la síntesis de citoquinas (IL-8) y/o 
factores de crecimiento por parte de las PSC(81,82,83). Las citoquinas endógenas 
pueden activar los propios receptores de membranas de las PSC por vía autocrina 
y perpetuar la activación de PSC. Además el alcohol inhibe la apoptosis de las 
PSC, lo que facilita la supervivencia del fenotipo activado de las PSC en el 
páncreas(181).  
El metabolismo del alcohol (etanol y acetaldehído) produce estrés oxidativo en las 
células que conlleva a la activación de las mismas, y esta activación es posible 
inhibirla en presencia de antioxidantes (vitamina A o polifenoles del té 
verde)(113,182).Es importante destacar que el etanol incrementa la proliferación de 
las PSC por aumento dela actividad oxidasa del NADPH inducida por PDGF(123). 
 Por otra parte se sabe que en alcohólicos existe un  incremento de la 
permeabilidad del intestino que permite la translocación de bacterias gram+ a 
través de la barrera mucosa del mismo de forma que endotoxinas bacterianas, tal 
como lipopolisacáridos (LPS) de pared, entran en circulación. En otros órganos, 
como pulmones o hígado, los LPS de pared bacteriana producen daños en la 
microcirculación, promueven la secreción de citoquinas e inducen estrés 
oxidativo(175). Se han realizado estudios en el páncreas de animales de 
experimentación, donde se ha observado que ratas alimentadas con alcohol e 
inyectadas con LPS dan lugar a daño progresivo del páncreas que conduce al 
desarrollo de fibrosis a través de vacuolización y necrosis de las células acinares, 
así como edema pancreático, infiltrado inflamatorio y hemorragia. Además tienen un 
efecto sinérgico con el alcohol en la activación y la inhibición de la apoptosis en 
PSC(104) (Figura 10).  
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Figura 10. Esquema representativo de los efectos de etanol y sus metabolitos en el páncreas. 
ADH, alcoholdeshidrogenasa; VLDL,very-low density lipoproteins; CYP2E1, citocromo P4502E. 
Extraído de  Bachem  y colaboradores, 2006(81). 
 
8.2. El tabaco 
El tabaco contiene aproximadamente 5000 sustancias, de las cuales por los menos 
100 son consideradas carcinogénicas, co-carcinogénicas mutagénicas o 
promotoras de tumores(183). Metabolitos del tabaco como las N-nitrosaminas(4-
metilnitrosamina-1-3-piridil-1-butanona (NNK), N-Nitrosonornicotina (NNN) y N-
Nitrosodietilamina (DEN)) e  hidrocarburos aromáticos poli-cíclicos, se conocen 
como los principales carcinógenos del tabaco, aunque otros constituyentes del 
tabaco, como los elevados niveles de radicales libres, pueden cumplir un papel 
fundamental en la toxicidad del mismo. Según datos de la Organización Mundial de 
la Salud (OMS), el tabaco mata a casi 6 millones de personas al año, de las cuales 
más de 5 millones lo consumen o lo han consumido, y más de 600.000 son 
personas no fumadoras expuestas al humo ambiental por lo que considera al 
tabaco como un carcinógeno de clase 1 (existe evidencias de su efecto carcinógeno 
en humanos). 
El humo del tabaco se puede diferenciar en dos fases: la fase alquitrán, o de 
partículas sólidas (fase estable), se define como el material retenido cuando la 
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columna de humo pasa a través de un filtro de fibra de vidrio tipo Cambridge (filtro 
para humo de tabaco) que retiene el 99.9% de las partículas sólidas. La fase gas 
(fase transitoria), es el material que pasa a través del filtro. Ambas fases contienen 
elevadas concentraciones de especies reactivas del oxígeno, óxido nítrico, peróxido 
nítrico y radicales libres de compuestos orgánicos(184).  
La nicotina es un agonista de la familia de receptores nicotínicos de aceticolina 
(nAChRs) que se expresa en la mayoría de las células de mamífero. La afinidad de 
la nicotina por estos receptores es mayor que la de la propia acetilcolina(185). El 
resultado de la hiperestimulación de las rutas de señalización de los receptores 
nicotínicos es el responsable de los efectos de la nicotina en el organismo.  
Las nitrosaminas, NNK, NNN y DEN, se convierten mediante una vía oxidativa en 
metabolitos que tienen la capacidad de unión a la molécula de ADN formando 
aductos que están asociados con la activación de K-ras y la inactivación de p53, 
estos dos puntos están asociados a numerosos canceres humanos. Concretamente 
el NNK tiene una gran afinidad a los receptores β-adrenérgicos 1 y 2 (β1R y β2R) y 
al receptor α7 nicotin-acetilcolina (α7nAChR). Además el α7nAChR  está 
sobreexpresado en pacientes fumadores y en animales de experimentación en 
páncreas y en pulmón tras la exposición a nicotina y NNK(186). 
Desde hace más de 40 años se conoce que el tabaco es un factor de riesgo para el 
cáncer de páncreas(187,23); de hecho, está relacionado con el 25% de los casos 
de cáncer y el riesgo aumenta con la duración y la cantidad de tabaco 
consumida(188). Por otra parte el cese del hábito tabáquico disminuye el riesgo de 
desarrollar cáncer hasta igualarlo a la población general entre los 5-10 años 
posteriores(189), con una reducción inicial del 50% en los dos primeros años de 
abstención(190). Numerosos estudios, pero no todos, han demostrado que existe 
una asociación entre tabaco y el riesgo de desarrollar pancreatitis crónica; además 
esta asociación se incrementa de una forma dosis dependiente(191,24). Aunqueno 
seobservó interacción significativa entre alcohol y tabaco, si se observóuna 
tendencia de un efecto sinérgico entre ambos tóxicos en pacientes con pancreatitis 
crónica(24,192). Ademásel tabaco se asocia a la progresión de la pancreatitis 
crónica. De esta forma incrementa el riesgo de desarrollar 
calcificaciones(193,29,194), insuficiencia pancreática exocrina(193) y diabetes(29). 
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Además en pacientes fumadores el inicio de la enfermedad ocurre 5 años antes 
comparados con los no-fumadores(29). 
Existen modelos animales para el estudio de los efectos del tabaco en el inicio y 
progresión de la pancreatitis crónica. En uno de los modelos experimentales 
utilizados someten a las ratas a altas dosis de tabaco (1R4F- tabaco para 
investigación), durante 12 semanas. Tras la exposición a altas dosis de tabaco 
(160mg/m3), el páncreas presentaba áreas de inflamación con reducción del 
número de células acinares e incremento de deposición de matriz extracelular, 
distribuidos por toda la glándula. Además la expresión y secreción de tripsinógeno y 
quimiotripsinógeno se encontraba incrementada mientras que la actividad de 
tripsina intrapancreática estaba reducida de una forma dosis-dependiente(195). Sin 
embargo, el daño pancreático era menor que en un paciente con pancreatitis 
crónica, esto puede ser debido al corto periodo de tiempo de exposición al tóxico. 
La exposición a los cigarrillos fue monitorizada mediante la determinación de 
cotinina en sangre. La cotinina es un producto de metabolización de la nicotina, de 
hecho, entre el 70-80% de la nicotina se metaboliza a cotinina. La cotinina no sólo 
fue encontrada en sangre de las ratas sino también en el páncreas. Otros estudios 
se han centrado en el efecto de la nicotina (administrada mediante aerosoles,  de 
forma intragástrico o por alimentación ad libitum).En estos estudios, las células 
acinares mostraban núcleos picnóticos, fenómenos de vacualización, cambios en la 
morfología citoplasmática y disminución de la respuesta secretora de las 
mismas(196,197).  
8.2.1. El tabaco y la fibrogénesis 
Aunque el efecto del tabaco en la fibrogénesis pancreática aún no ha sido 
estudiado, existen numerosos trabajos donde se ha estudiado el efecto de la 
nicotina en los mecanismos implicados en este proceso en otros órganos. Hasta la 
fecha se ha relacionado la nicotina con la fibrogénesis en el corazón, riñón, 
pulmones y actualmente el hígado. Los efectos de la nicotina de los estudios in vitro 
han corroborado los efectos en modelos animales. En modelos in vivo se ha visto 
que la nicotina incrementa los niveles de catecolaminas circulantes y otras 
hormonas que pueden tener consecuencias en numerosos órganos(198).  
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La nicotina promueve daño en las células endoteliales o epiteliales, dan lugar a una 
respuesta inflamatoria que contribuye al daño celular(199). Se ha propuesto que el 
efecto en el endotelio es debido a alteraciones en la conductancia de iones como 
Na+ y Cl-(199). Concretamente en el tracto gastrointestinal, la nicotina incrementa el 
número de eosinófilos en la lámina propia, produce edema e incrementa el daño en 
las células basales(199). Por otra parte estimula la expresión de marcadores de 
estrés oxidativo y aumenta la activación de las rutas de señalización implicadas en 
fibrogénesis y en inflamación(200). Además incrementa la expresión de marcadores 
del proceso de transición epitelio-mesénquima en el epitelio renal(201).   
La nicotina estimula la producción y secreción del factor de crecimiento TGFβ, que 
está implicado en el proceso de reparación tisular y en diferenciación de muchos 
tipos celulares. Juega un papel fundamental en la regulación de la fibrosis. 
Numerosos modelos in vivo de fibrosis han demostrado que la nicotina se une al 
receptor α7-nAchR (202)que es el responsable de la activación de los fibroblastos 
presentes en el tejido a través de micro ARNs dependientes de la regulación de la 
ruta de TGFβ(203). Un estudio in vivo en riñón de ratón observó que la nicotina 
incrementa la expresión de TGFβ1responsable de la reorganización de F-actina, la 
expresión de vimentina, fibronectina y α-SMA(200). También se estudió el efecto de 
la nicotina en HSC, se comprobó que la nicotina incrementa la síntesis de colágeno 
y el TGFβ en hígado(202). 
El reclutamiento de células inflamatorias es un proceso clave en la fibrogénesis. 
Numerosos estudios han confirmado el papel de la nicotina en la activación del 
reclutamiento de células inflamatorias. Concretamente, neutrófilos, macrófagos, y 
linfocitos responden a un tratamiento con nicotina dependiendo de la 
dosis(204,205), ya que a altas concentraciones el efecto quimioatrayente se 
bloquea(206). Otros estudios han demostrado que la nicotina incrementa además, 
la expresión de IL-8 que a su vez actúa atrayendo células inflamatorias como 
neutrófilos y macrófagos(207).  
Por otra parte la nicotina induce estrés oxidativo en diferentes tipos de células, 
entre ellas epiteliales, macrófagos, células hepáticas grasas y células mesangiales. 
Los mecanismos de producción de ROS van a tener diferentes mediadores 
dependiendo del tipo celular. En el hígado la producción de ROS está asociada al 
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proceso de peroxidación lipídica (208)o por disminución de la actividad antioxidante 
del glutatión peroxidasa, catalasa o superoxido dismutasa; esto ocurre también en 
los macrófagos(205,208).   
Finalmente se ha observado que el tabaco contribuye a la fibrosis en otros órganos 
como el corazón, por incremento de la deposición de colágeno vía 
fibroblastos(209,210). Otros estudios han comprobado que la nicotina incrementa la 
producción de colágeno y la activación de los fibroblastos (incrementa la expresión 
de α-SMA) in vitroen varios tipos celulares, células cardíacas(210), de pulmón(211), 
próstata(212), de la encía (213)y de las articulaciones(214). En el corazón además 
de la producción de colágeno incrementa la tasa de proliferación de los 
fibroblastos(203).En cáncer gástrico, la nicotina altera la morfogénesis y la 
diferenciación de los fibroblastos locales(215).  
Aunque, como se ha explicado,  diversos estudios epidemiológicos han relacionado 
la incidencia de la pancreatitis crónica con el tabaco, estudios experimentales 
preliminares se han centrado en el efecto de la nicotina o de otros co-
carcinogénicos presentes de forma independiente, debido a la heterogénea 
composición del tabaco. No obstante, muchos componentes químicos pueden 
interaccionar entre ellos produciendo un efecto sinérgico en su acción.Por otra 
parte, aunque el alcohol está clásicamente asociado a pancreatitis crónica, los 
factores alcohol y tabaco suelen aparecen juntos en pacientes con esta patología;  
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Hipótesis 
El tabaco de manera sinérgica con el alcohol o de forma independiente, estimula el 
desarrollo de los procesos asociados con la fibrogénesis del páncreas, ejerciendo 
su efecto a través de las células estrelladas pancreáticas. Concretamente el tabaco 
estimula la activaciónde las células estrelladas pancreáticas que conlleva la 
transdiferenciación morfológica, la proliferación, la migración y la estimulación de la 
síntesis de proteínas de matriz extracelular y de moléculas proinflamatorias por 
parte de las PSC. Estos procesos están promovidos por el incremento de especies 
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Objetivos 
Objetivo general:  
Estudiar el papel del tabaco en los procesos asociado a la fibrosis pancreática 
mediado por las células estrelladas del páncreas.  
Objetivos específicos:  
1. Optimizar el aislamiento de células estrelladas de páncreas proveniente de 
páncreas de rata con el fin de obtener un número adecuado de células y 
caracterizar las células en cultivo. 
2. Estudiar el efecto del tabaco sobre la citotoxicidad y la proliferación de células 
estrelladas pancreáticas como proceso fundamental en la fibrogénesis 
pancreática. 
3. Estudiar la transdiferenciación de las células estrelladas como marcador del 
inicio del proceso de activación celular. 
4. Estudiar la migración de las células estrelladas pancreáticas como un proceso 
fundamental en la fibrogénesis pancreática. 
5. Cuantificar la expresión de proteínas de matriz extracelularcomo marcadores 
del desarrollo de fibrosis. 
6. Cuantificar la liberación de moléculas inflamatorias e inductoras defibrosis. 
7. Estudio de la producción de especies reactivas del oxígeno como posibles 
efectores de la activación de las células estrelladas pancreáticas. 
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Materiales y Métodos 
1. Diseño del estudio 
Estudio de investigación traslacional a realizar sobre cultivos de células estrelladas 
pancreáticas. En cada experimento a realizar se presentarán las siguientes 
variables:  
a) Control: células cultivadas en medio de cultivo con el vehículo de los 
tratamientos. 
b) Tratamiento con alcohol: células estimuladas por alcohol a concentraciones 
crecientes (rango entre 5-100mM). 
c) Tratamiento con tabaco: células donde se administra extracto líquido de 
tabaco a distintas concentraciones (rango entre 0,01-0,4mg/mL). 
d) Tratamiento con alcohol y tabaco combinado. 
Cada experimento se repitió 5 veces a 24 y 48 horaso3,5 horas en el caso del 
estudio de especies reactivas del oxígeno (ver apartado de análisis de producción 
de especies reactivas del oxígeno). Las células utilizadasen cada experimento se 
sometieron a una incubación previa de 4 horas en un medio libre de suero.  
2. Animales de experimentación 
Se utilizaron ratas macho Rattus norvegicus de la cepaSprague Dawley con un 
peso comprendido entre 200 y 250 g alimentadas con dieta comercialGlobal Diet 
2018S (Harlan, EEUU) esterilizada en autoclave, y con acceso libre a agua también 
estéril. Los animales fueron suministrados y mantenidos por el Animalario de 
Producción (Unidad de Experimentación Animal) de la Universidad de Santiago de 
Compostela, cumpliendo con la normativa impuesta por el Consejo de la Directiva 
Europea (2010/63/UE)y la legislación española, Real Decreto 53/2013 (antes R.D. 
1201/2005)en relación con la protección de animales utilizados para 
experimentación y con otros fines científicos. Se mantuvieron en jaulas ubicadas en 
habitaciones termostatizadas a una temperatura de 20-23ºC y alternancia de 
periodos de 12 h de luz y 12 h de oscuridad. 
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3. Tratamientos 
3.1. El alcohol 
Todos los experimentos se realizaron en presencia de alcohol, ya que se ha 
demostrado que el alcohol a determinadas concentraciones produce alteraciones 
directas sobre las células estrelladas, entre ellas, la activación o producción de 
ROS (82,83). Para ello se utilizó una solución stock de etanol absoluto (Merck 
KGaA, Alemania) a una concentración de 17,39 M.  Previamente se ha descrito que 
la concentración de alcohol que altera la fisiología de las células estrelladas 
pancreáticas es 50 mM, sin embargo 5 y 10 mM también se han asociado a algunas 
alteraciones en estas células(82,83). Las concentraciones elegidas son 
concentraciones que se consideran clínicamente relevantes. La unidad de bebida 
estándar (UBE) es una medida establecida por la OMS con el fin de unificar criterios 
a la hora de calcular el consumo de alcohol. Cada UBE supone entre 8-13g de 
alcohol puro consumidos, por lo tanto, 10mM de etanol se corresponde 
aproximadamente de 1 a 2 UBE, (equivaldría a un bebedor moderado), mientras 
que 50 mM se corresponde aproximadamente a 8 a 10 UBE (equivaldría a un 
bebedor crónico)(180). Cada una de las diluciones para obtener la concentración 
final de 5, 10, 50 y 100mM se realizó diluyendo el stock en medio DMEM/F’12.  
3.2. El tabaco 
El tabaco utilizado es extracto líquido de tabaco (Cigarette Smoke Condensate, 
CSC) preparado por la Universidad de Kentucky (Murty Pharmaceuticals, EEUU). 
En concreto, este extracto se extrae de cigarrillos estándar para investigación, 
3R4F, en una Smoke Machine FTC que posee un filtro tipo Cambridge donde se 
recoge toda la fase sólida de partículas (TPM). La cantidad de TPM se calcula por 
el incremento de peso del filtro. A continuación se hace un condensado por 
sonicación y dilución con dimetil sulfóxido (DMSO). Partiendo de una solución stock 
de 40mg/mL al 4% peso/volumen en DMSO, se ensayaron concentraciones finales 
de extracto líquido de tabaco a 0,01; 0,1; 0,2 y 0,4 mg/mL basándonos en estudios 
previos en otros tipos celulares(217,218). Al igual que en el caso del alcohol, las 
diferentes diluciones se realizaron a partir del stock de tabaco con medio 
DMEM/F’12.   
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Se realizó un estudio previo del efecto citotóxico del tabaco sobre las PSCs, con el 
fin de elegir una concentración no citotóxica de tabaco para la realización del resto 
de los estudios (ver análisis de citotoxicidad celular). 
4. Aislamiento Celular 
El método de aislamiento de las células estrelladas pancreáticas del que partimos 
fue descrito por primera vez por Apte y colaboradores en 1998(17) y modificado 
posteriormente por Rickmann y colaboradores(115). Este método se basa en las 
características morfológicas de estas células, que al poseer gránulos lipídicos en su 
interior, tienen menor densidad que otros tipos celulares pancreáticos. Todo el 
proceso de aislamiento y mantenimiento se realizó en condiciones de esterilidad en 
una sala destinada a los cultivos celulares dentro de las instalaciones del Instituto 
de Investigación Sanitaria del Complejo Hospitalario de Santiago de Compostela 
(IDIS).  
 
 Reactivos y materiales para el cultivo:  
 Material de disección: tijeras de disección, pinzas y pinzas kocher 
 Placas petri 100mm (Falcon BD, EEUU) 
 Hielo 
 Oxígeno 
 Matraz de boca ancha (Simax, República Checa) 
 Filtros de nylon 100µm (Falcon BD, EEUU) 
 Tampón Fosfato Salino estéril (PBS) a pH 7,4 que contiene NaCl 136mM, KCl 
2mM, Na2HPO4 10mM y KH2PO4 2mM.  
 Campana de Flujo Laminar bv-100 (Burdinola, España) 
 Incubador HeraCell 150 (Thermo Scientific, EEUU)a 37ºC , 95% de humedad 
relativa y 5% de CO2 
 Baño Termostatizado Unitronic Vaivén (P Selecta, España) 
 Centrífuga z383k (Hermle Machine Company, EEUU) 
 Frascos de Cultivo ventilados de 25cm2 (NUNC, Thermo Scientific, EEUU) 
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Solución de digestión: 
 0,05% Pronasa (Roche Applied Science-Mannheim,Alemania). 
 0,025% Colagenasa P (Roche Applied Science-Mannheim, Alemania). 
 0,025% DNAsa tipo I(AppliChemGmbH-Darmstadt, Alemania). 
 10 mmol/L Ácido N-(2-hidroxietil) piperazin-N´-(2-
etanosulfónico)[HEPES](Hyclone-Utah, EEUU). 
 0,01% Inhibidor de tripsina (Sigma Aldrich- Steinheim, Alemania). 
 Hanks’ balanced salt solution [HBSS] (PAA Laboratories GmbH- Pasching, 
Austria). 
Se prepararon 20 mL totales de solución fresca por cada páncreas, que se 
mantuvieron a temperatura ambiente y se oxigenaron durante un minuto sin hacer 
burbujas. 
Solución de lavado: 
 Hanks’ balanced salt solution [HBSS](PAA Laboratories GmbH- Pasching, 
Austria). 
 7,5% de Suero de Albumina Bovino (BSA) fracción V estéril 
(AppliChemGmbH-Darmstadt, Alemania). 
 0,0125% de DNasa tipo I (AppliChemGmbH-Darmstadt, Alemania). 
Solución para hacer el gradiente de densidad: 
 Hanks’ balanced salt solution [HBSS](PAA Laboratories GmbH- Pasching, 
Austria). 
 Optiprep Density Gradient Medium12%(Sigma Aldrich- Steinheim, 
Alemania). 
Medio completo para cultivo:  
 DMEM/F’12 con glutamina estable (PAA Laboratories GmbH-Pasching, 
Austria). 
 15 mmol/LÁcido N-(2-hidroxietil) piperazin-N´-(2-
etanosulfónico)[HEPES](Hyclone-Utah, EEUU) 
Materiales y Métodos  
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 Estreptomicina 100mg/mL y Penicilina 100U/µl (PAA Laboratories GmbH-
Pasching, Austria). 
 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) estéril, inactivado por calor (56ºC, 30 
minutos) (PAA Laboratories GmbH-Pasching, Austria). 
4.1. Obtención de células 
Tras el sacrificio del animal con CO2 en una cámara destinada para tal fin, se 
procedió al lavado del animal por la zona abdominal con alcohol 70%, se abrió la 
cavidad peritoneal y se extrajo el páncreas. Una vez extraído, el páncreas se lavó 
con PBS 1x pre-enfriado estéril en hielo y se eliminan los restos de grasa y ganglios 
adheridos. 
La disección del páncreas se realizó en un matraz de boca ancha, junto con la 
solución de digestión previamente oxigenada, con unas tijeras para mejorar la 
actividad de la colagenasa P; a continuación se volvió a oxigenar el tejido. Se 
introdujo el tejido en un baño termostático durante 12 minutos con agitación a 37ºC, 
y pasado ese tiempo, se procedió a la digestión mecánica con diferentes tamaños 
de puntas de pipeta (este proceso nunca excedió los 10 minutos). A continuación se 
pasó el tejido por un filtro de nylon de 100µm para eliminar todas aquellas células 
que tengan un tamaño superior como los acinos pancreáticos e islotes de 
Langerhans. Después se realizó un lavado con 10 mL de HBSS con el fin de limpiar 
bien el matraz de células.  
A continuación la digestión se centrifugó a 300 g durante 5 minutos para obtener el 
pellet celular. Se lavó con solución de lavado para eliminar posibles restos de la 
solución de digestión, y se volvió a centrifugar (300g, 5 minutos). 
Para la obtención de las células estrelladas pancreáticas se hizo un gradiente de 
densidad con Optiprep Density Gradient Mediumal 12% con HBSS y la suspensión 
celular (Figura 11). Se añadieron lentamente 3 mL de HBSS sobre la suspensión de 
Optiprep para hacer una capa de solución acuosa evitando que se mezclen las dos 
capas. Se centrifugó el gradiente 12 minutos a 1400g sin freno. Se resuspendió la 
interfase donde se encuentran las células estrelladas en medio de cultivo 
suplementado con 10% de SFB, y se centrifugó durante 5 minutos a 300g. 
Finalmente se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet celular en medio 
de cultivo completo. 
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Figura 11. Representación del gradiente de densidad de la suspensión celular de PSC. 
 
5. Tipos de cultivo 
5.1. Cultivo primario 
Para el cultivo primario de las PSC, las células aisladas provenientes de un 
páncreas de ratase sembraron en un frasco de cultivo de 25cm2 con 5 mL de medio 
completo. A las 24 horas del aislamiento se realizó un cambio total de medio para 
eliminar posibles contaminantes. Se dejaron crecer hasta la confluencia en medio 
DMEM/F’12 suplementado con 10% SFB previamente inactivado por calor (56ºC 
durante 30 minutos) y conteniendo HEPES y antibióticos (estreptomicina y 
penicilina) (Figura 12). Los cultivos se mantuvieron en un incubador para células, en 
una atmósfera estéril. En cada subestudio se utilizaron las células en el primer o 
segundo pase; las condiciones específicas de cada uno de ellos serán explicadas 
en cada apartado. 
 
 
Figura 12. Esquema cultivo primario de PSC 
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5.2. Cultivo temprano 
Para los estudios de activación de las células estrelladas pancreáticas se realizó un 
cultivo temprano(82) con el fin de eliminar en mayor medida el efecto del plástico y 
de las propias células sobre la expresión del marcador del cambio de fenotipo 
actina alfa de músculo liso (α-SMA). Para ello se aislaron las células provenientes 
de dos páncreas de rata como se indica en el apartado de aislamiento, y una vez 
aisladas (pase 0: p#0) se sembraron en una placa de 6 pocillos en medio 
DMEM/F’12 suplementado con 10% SFB previamente inactivado por calor y 
conteniendo HEPES y antibióticos (estreptomicina y penicilina).  
Una vez sembradas, se dejaron en cultivo durante 4 horas con medio completo 
para añadir a continuación los diferentes estímulos (Figura 13). 
 
 
Figura 13. Esquema cultivo temprano de PSC. (p#0: células recién aisladas). 
 
5.2.1. Mantenimiento del cultivo 
Las PSC llegan a la confluencia (90-100%) aproximadamente tras 5 días en cultivo. 
Para realizar el cambio (pase) (ver Figura 12), primero se aspiró el medio de cultivo 
y se hizo un lavado con PBS1x. Se añadieron 2mL de tripsina-EDTA 0,01% 
(Hyclone-Utah, EEUU) y se dejó a 37ºC durante dos minutos.Transcurrido ese 
tiempo se añadió medio completo al 10% de SFB, y se recogieron las células en un 
tubo estéril. Se centrifugaron a 300g durante 5 minutos a temperatura ambiente. A 
continuación se aspiró el sobrenadante, y se resuspendió el pellet celular en medio 
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completo al 10% de SFB. Los cultivos de PSC se mantuvieron sólo hasta el 
segundo pase.  
6. Caracterización del Cultivo de Células Estrelladas Pancreáticas 
Se diseñaron 2 experimentos para estudiar la concentración, viabilidad celular y 
pureza del cultivo de las PSC. 
Método 1: Se utilizó el método de aislamiento descrito por Rickmann en el año 
2007(115), tal y como se describe en el apartado de aislamiento celular.  
Método 2: Basándonos en el método anterior, se incrementó el tiempo de digestión 
en el baño termostático a 37ºC,  de 12 a 25 minutos en agitación, sin modificar las 
demás condiciones de aislamiento. 
En las mismas condiciones de cultivo que en experimentos anteriores, se evaluó la  
concentración celular, la viabilidad y la pureza del cultivo para comparar ambos 
métodos. 
6.1. Determinación del número de células, viabilidad y pureza del 
cultivo 
 Reactivos y materiales 
 Cámara de Neubauer o hematocitométro. 
 Reactivo Azul tripán 0,4% (Sigma Aldrich, Alemania) 
 Microscopio de fluorescenciaespectral AOBS Leica DMIRE2 invertido. 
 
Para el estudio citomorfológico de las células estrelladas pancreáticas se analizó la 
concentración celular, la viabilidad y la pureza del cultivo. Para la determinación de 
la concentración celular y viabilidad celular, se hizo una exclusión con azul tripán. A 
la suspensión celular se le añadió el colorante azul tripán al 0,4%, se incubó 
durante 5 minutos a temperatura ambiente y a continuación, se realizó el contaje en 
la cámara de Neubauer aplicando las siguientes formulas: 
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Para la determinación de la pureza del cultivo se realizó un análisis con el 
microscopio confocal de fluorescenciadeterminando la presencia de gránulos de 
vitamina A dada la autofluorescencia del retinol. Para ello las células recién aisladas 
se sembraron en una placa con el fondo de cristal, para evitar la dispersión de rayo 
de luz UV. A continuación se expusieron a la excitación con luz UV (328nm de 
longitud de onda). Para determinar el porcentaje de pureza del cultivo, se aplicó la 
siguiente fórmula: 
 
          
                                                    
                     
 
 
7. Análisis de Citotoxicidad Celular 
7.1. Ensayo de actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) 
 Reactivos y materiales 
 Cytotoxicity Detection KitPLUS (LDH) (Roche Applied Science, Alemania) 
 Placas 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific, EEUU) 
 Lector de placas VERSAmax (Bionova científica, España) 
 
Con el fin de determinar la toxicidad de las concentraciones elegidas de tabaco 
para la realización de los posteriores estudios, se realizó un estudio de liberación de 
lactato deshidrogenasa. Para ello se utilizó un kit de detección de citotoxicidad-LDH 
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(Roche Applied Science). Este ensayo se basó en la cuantificación de muerte y lisis 
celular; para ello se mide la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa liberada 
del citoplasma de las células dañadas. En este ensayo se utilizaron PSC en pase 2, 
se sembraron 9.000 células por pocillo en placas de 96, que se dejaron durante 24 
horaspara permitir que se depositen y se peguen a la placa. Transcurrido ese 
tiempo, se hizo una lavado y se les añadió medio DMEM completado con HEPES y 
antibióticos sin suero fetal bovino. Pasadas 4 horas, se añadió en cada pocillo el 
estímulo correspondiente (Tabla 2). Se hizo un control positivo, donde a la 
suspensión celular se le añadió 5 µl de tampón de lisis proporcionado por la casa 
comercial una vez que transcurra el tiempo de incubación (24 y 48 horas). El control 
negativo, fueron células con medio de cultivo sin tratar. Además se hicieron otros 
tres controles: medio con tabaco sólo, medio con alcohol sólo, y suspensión celular 
con medio y DMSO (como vehículo para el tabaco). Se dejaron incubar los 
diferentes estímulos durante 24 y 48 horas en el incubador de cultivos. Transcurrido 
el tiempo de incubación con los diferentes estímulos, se añadió a cada pocillo 100l 
de mix reconstituyente proporcionado por la casa comercial. Se incubó a 
temperatura ambiente durante 15 minutos y se leyó la absorbancia utilizando un 




0 0,01mg/mL 0,1mg/mL 0,2mg/mL 0,4mg/mL 
0 Control T0,01 T0,1 T0,2 T0,4 
5mM E5 T0,01+E5 T0,1+E5 T0,2+E5 T0,4+E5 
10mM E10 T0,01+E10 T0,1+E10 T0,2+E10 T0,4+E10 
50mM E50 T0,01+E50 T0,1+E50 T0,2+E50 T0,4+E50 
100mM E100 T0,01+E100 T0,1+E100 T0,2+E100 T0,4+E100 
Tabla 2. Esquema de los distintos tratamientos testados en el experimento de citotoxicidad.  
El porcentaje de liberación de LDH de las células se calculó comparando  el valor 
de la absorbancia de las células tratadas con la absorbancia del máximo de 
liberación de LDH por parte de las células lisadas (control positivo). Para determinar 
la citotoxicidad producida por ambos tóxicos, se le restó al valor de cada pocillo los 
valores de absorbancia basales (células sin tratamiento-control negativo). Se aplicó 
la siguiente fórmula: 
Alcohol 
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8. Proliferación 
El estudio de la proliferación celular se realizó mediante dos métodos: a tiempo final 
y a tiempo real. El primero se basó en el método de reducción de sales de 
tetrazolium a formazán en la mitocondria celular (WST-1), donde se comparó la 
capacidad proliferativa de las PSC en respuesta a tabaco frente a un control 
negativoy a un tratamiento con alcohol sólo. En el segundo método, monitorizamos 
las células a tiempo real, con lo que podemos ver los cambios que existen a lo largo 
de un periodo de tiempo determinado. 
8.1. Ensayo de Tetrazolium soluble en agua (Water-Soluble 
tetrazolium 1, WST-1) 
 Reactivos y materiales 
 Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche Applied Science, Alemania) 
 Placas de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific, EEUU) 
 Lector de Placas VERSAmax (Bionova Científica, España) 
La actividad de la enzima deshidrogenasa mitocondrial se determinó utilizando el 
ensayo WST-1 (Roche Applied Science). Este ensayo se basa en la capacidad de 
la enzima deshidrogenasa mitocondrial de romper las sales de tetrazolium a 
formazán cuando es metabólicamente activa. Un incremento del número de células 
viables da lugar a un incremento de la actividad de la enzima que conlleva un 
incremento de formazán y esto se correlaciona directamente con el número de 
células metabólicamente activas de la muestra. Por la misma razón este método se 
utiliza para comprobar los resultados del ensayo de citotoxicidad, ya que la 
ausencia de sales de formazán se correlaciona con células muertas. Al igual que en 
el ensayo de citotoxicidad mediante LDH, se partió de células en el segundo pase. 
Concretamente se sembraron 9.000 células/pocillo en placas de 96 pocillos en un 
volumen total de 100µL; se utilizó además un pocillo de medio sin células como 
blanco. Una vez sembradas, las células se dejaron durante 24 horas en medio 
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suplementado con suero fetal al 10% con HEPES y antibióticos; una vez 
transcurrido ese tiempo se hizo un lavado y se sembraron durante 4 horas en medio 
libre de suero. A continuación se estimularon las células con los diferentes 
tratamientos por  triplicado (ver tabla 2). Tras 24 y 48 horas de incubación con los 
diferentes tratamientos, se añadieron 10µL del reactivo de proliferación celular 
WST-1 y se dejaron incubando 4 horas en el incubador para células. A continuación 
se midió la absorbancia a 440nm de longitud de onda en el espectrofotómetro 
VERSAmax.   
Una vez obtenidos los datos de densidad óptica se hizo una media de las tres 
medidas por condición. La absorbancia en cada caso se comparó con el control 
negativo por porcentaje: 
                        
                            
                        
     
8.2. Sistema xCELLigence 
El sistema xCELLigence de ACEA Biosciencesmonitoriza la proliferación y 
viabilidad celular a tiempo real(219). Este sistema utiliza placas con microelectrodos 
de oro que analiza de forma no invasiva la viabilidad y proliferación de las células 
en cultivo en base a la impedancia eléctrica.Las células queestán en contacto conel 
sensorcambian la impedancia eléctrica entre los dos electrodos de oro de cada 
pocillo, esta lectura da información cualitativa a tiempo real del estado de las 
células, incluyendo el número de células, la viabilidad y la morfología. En sí misma, 
la impedancia no determina el número de células, sino que el cambio en la 
impedancia se recoge como el valor Cell Index(CI). De esta forma cuando las 
células no están unidas al fondo de la placa, el valor CI es cero. Así, un 
determinado CI se ve alterado al cambiar cualquier condición fisiológica. 
 Reactivos y materiales 
 Estímulos:  
o Control negativo: Medio sin suero con DMSO. 
o Control alcohol: 50mM de etanol. 
o Dosis no citotóxicas de tabaco sólo o combinadas con alcohol.  
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 xCELLigence RTCA DP (ACEA Biosciences, Roche Applied Science, Alemania) 
 Placas de monitorización E-Plate (Roche Applied Science, Alemania) 
 Software Real Time Cell Analyzer 1.2 (RTCA) (AECA Bioscience, Roche 
Applied Science, Alemania) 
Este método se utilizó para monitorizar la proliferación de las PSC a tiempo real y 
corroborar los resultados obtenidos por el ensayo WST-1. Para ello escogieron las 
concentraciones no citotóxicas de alcohol y tabaco; y para cada uno de los casos 
se hizo un duplicado en una placa de 16 pocillos (E-Plate, Roche Applied Science) 
(Figura 14). Se utilizó como control negativo la suspensión celular con medio de 
cultivo y DMSO. Para determinar la proliferación mediante el xCELLigence, se hizo 
primero una medición con 50µl de medio de cultivo DMEM/F’12 completo para 
obtener los valores del blanco o basales. A continuación se añadieron 100µl de la 
suspensión celular a una concentración de 9.000 células por pocillo que se dejaron 
adherir al fondo de la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se 
monitorizó la proliferación en el xCELLigence RTCA DP durante 24h con medio 
completo sin estímulos. Pasado ese tiempo se pausó el programa, se hizo un 
lavado con medio sin suero, y se añadieron 100µl de medio sin SFB con HEPES y 
antibióticos; se volvió a monitorizar el experimento durante 4 horas. Transcurrido 
ese tiempo, se añadieron los estímulos directamente en cada pocillo y se monitorizó 
durante 24 y 48 horas. 
 
 
Figura 14. Fotografía de la placa utilizada en el ensayo xCELLigence (E-plate) y microfotografía 
(10x) realizada del pocillo de la placa del xCELLigence. 
 
Para el análisis de los resultados, se obtuvo el valor CI de cada caso tomado cada 
15 minutos. El análisis de los datos se hizo utilizando el software Real Time Cell 
Analyzer 1.2 (RTCA) (Figura 15). Para comparar los diferentes casos se tomó el 
Página | 78 
 
valor de las pendientes comparando el tiempo 0 (desde la adición de los diferentes 
estímulos) hasta las 24 horas; y desde el tiempo 0 hasta cumplir las 48 horas. De 
esta forma se compararon los valores de la pendiente de cada tratamiento con los 




Figura 15. Fotografía del equipo xCELLigence y el software Real Time Cell Analyzer 1.2 (RTCA) 
utilizado para el análisis de datos.  
 
9. Migración Celular 
Respecto al estudio de la migración de las células estrelladas se utilizaron dos 
ensayos complementarios para confirmar los resultados obtenidos; el ensayo de 
cicatrización (wound healing assay) y el de migración mediante insertos (transwell® 
migration assay). 
 
9.1. Wound Healing Assay (WHA) 
 
El ensayo Wound Healing fue uno de los primeros en desarrollarse para el estudio 
de la migración celular in vitro(220). Se basa en la observación de la migración de 
Materiales y Métodos  
 
Página | 79 
 
las células en una “herida” hecha sobre una monocapa de células. Este método 
imita en gran medida la migración de las células durante un proceso de reparación 
del tejido. 
 Reactivos y materiales 
 Estímulos:  
o Control negativo: Medio sin suero con DMSO. 
o Control de migración: Células en medio suplementadas con 15% SFB. 
o Control alcohol: 50mM de etanol. 
o Dosis no citotóxicas de tabaco sólo o combinadas con alcohol.  
 Placas de cultivo de 24 pocillos 
 Puntas de pipeta de 10µL 
 Microscopio LeicaDMil DFC 295 
 Cámara c-Mount 0.55α 
Se sembraron las células en el pase 2 en una placa de 24 pocillos y se dejaron 
crecer hasta la confluencia. A aproximadamente un 90% de confluencia, las células 
se lavaron con PBS1x, y se añadió medio DMEM/F’12 sin suero con antibiótico y 
HEPES, para dejar incubando durante 4 horas. Pasado ese tiempo, se hizo una 
“herida” con la punta de pipeta de 10µL a lo largo del pocillo;  a continuación se hizo 
un lavado con PBS1x con mucho cuidado para eliminar las células que se 
despegaron mecánicamente. A continuación se añadieron los diferentes estímulos 
disueltos en DMEM/F’12 sin suero. Se utilizó como control positivo de migración la 
suspensión celular en medio DMEM/F’12 suplementado con suero fetal bovino al 
15% (221). 
Tras realizar dos marcas en el fondo de la placa para comparar las fotografías en la 
misma localización, se realizaron fotografías a tiempo 0, 24 y 48 horas. Se hicieron 
dos fotografías de cada “herida” para cubrir toda el área con el objetivo 10X, y una 
foto a 4X para ver toda la “herida” en su conjunto (Figura 16). 
Para el análisis de las imágenes se utilizó el software de análisisImageJversión 1.43 
(Wayne Rasband of the Research Services Branch, National Institute of Mental 
Health, Bethesda, MD, USA). Los resultados se mostraron como porcentaje de 
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migración celular con respecto a las células suplementadas con SFB 15% y se 
compararon con el control negativo. 
 
Figura 16. Esquema y fotografías del ensayo WHA.(A) Protocolo del ensayo WHA. (B) 
Microfotografías de las PSC en confluencia (10x) y una vez hecha la “herida” (4x). (C) Pocillo de una 
placa de 24 pocillos, mostrando las marcas para la realización del ensayo WHA.  
 
 
9.2. Transwell®  Migration Assay(TMA) 
 
El presente método se utilizó para confirmar los resultados del ensayo de 
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 Reactivos y materiales 
 Estímulos:  
o Control negativo: Medio sin suero con DMSO 
o Control alcohol: 50mM de etanol. 
o Dosis no citotóxicas de tabaco sólo o combinadas con alcohol.  
 Insertos Transwell® de 24 mm con membrana de policarbonato de 0,8µm 
(Cornig Inc., EEUU) 
 Placas de cultivo de 6 pocillos (Corning Inc., EEUU) 
 PBS1x 
 Metanol (Merck KGaA, Alemania) 
 Solución de Tinción Giemsa (PAA, Austria) 
 Bastoncillos de algodón 
 Microscopio LeicaDMil DFC 295 
 Cámara c-Mount 0.55α 
Solución de tinción con Giemsa 
 Solución comercial de Giemsa (PAA, Austria) al 2% en H2O mQ.  
 
Para este ensayo se utilizaron células de cultivo primario de PSC en pase 2; se  
sembraron en cada inserto 75.000 células en medio DMEM/F’12 sin suero fetal 
bovino con antibióticos y HEPES.  
Una vez obtenidas las células del cultivo primario, se contaron y se recogieron 
75.000 células en un tubo de 1,5mL en 600µL de medio de cultivo sin suero para 
ser estimuladas con los distintos tratamientos. Una vez tratadas, se añadieron 2 mL 
de medio DMEM/F’12 suplementado con 20% de suero fetal bovino con antibióticos 
y HEPES en la cámara baja del inserto para que actuase como quimioatrayente. A 
continuación se colocó el inserto sin hacer burbujas sobre esta cámara baja, y los 
600µL de la suspensión celular con los diferentes estímulos se añadieron en cada 
uno de los insertos. Se dejó incubar durante 48 horas en el incubador celular. 
Transcurrido el tiempo de incubación, se aspiró el medio de las dos cámaras, y se 
lavó el inserto dos veces con PBS 1x. A continuación las células presentes en el 
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inserto se fijaron con metanol al 100% durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
Se aspiró el metanol, y se rehidrató la membrana introduciéndola en PBS1x durante 
unos minutos (hasta que se vea hidratada); finalmente se realizaron dos lavados 
con PBS. Para evitar falsos positivos se limpió la membrana de la cámara alta con 
un bastoncillo de algodón con precaución para no romperla. Se añadieron 2 mL de 
solución de tinción Giemsa en la cámara baja y 600 µL en la superior, y se dejó 
durante 40 minutos a temperatura ambiente. Se lavó 3 veces con PBS1x para 
eliminar los restos de la solución de tinción, y se volvió a limpiar la cámara superior 
con una torunda de algodón (Figura 17). 
 
Figura 17. Esquema protocolo del ensayo de migración en transwell. 
Para contar las células que migraron, se dividió cada pocillo en 8 partes 
concéntricas (Figura 18). De cada una de esas partes se realizaron dos fotos en 
diferentes sitios al azar. Se contaron las células teñidas, y se calculó el promedio 
del número de células que migraron en cada caso. 
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Figura 18. Pocillo de una placa para el análisis de migración del PSC 
 
Para el análisis de las imágenes se utilizó el software ImageJversión 1.43 (Wayne 
Rasband of the Research Services Branch, National Institute of Mental Health, 
Bethesda, MD, USA). Los resultados se mostraron como media delnúmero de 
células que migraron y se compararon con el resultado del control negativo. 
10. Análisis de proteína 
10.1. Preparación de células para estudios de activación y síntesis de 
proteínas de matriz extracelular 
10.1.1. Cultivo primario 
El cultivo de células estrelladas pancreáticas (en el pase 1 o en pase 2- Figura 12) 
se tripsinizó con 2 mL de tripsina-EDTA (0,01%), y se sembró por duplicado en 
placas de 6 pocillos a una concentración de 50.000 células por pocillo en medio 
completo durante 24 horas (Figura 19). A continuación, se lavaron con medio sin 
suero, y se añadió al final 2 mL de medio sin suero completado con HEPES y 
antibióticos. Tras la estabilización durante 4 horas, se añadieron los diferentes 
estímulos que se incubaron durante 24 horas. Se utilizó una suspensión celular 
tratada con la concentración de DMSO correspondiente a la utilizada en las células 
tratadas con tabaco como control negativo. 
10.1.2. Cultivo temprano 
A diferencia del cultivo primario, en el cultivo temprano las células se sembraron 
directamente en una placa de 6 pocillos (Figura 13). En cada placa se sembraron 
las células obtenidas de dos páncreas, aproximadamente 500.000 células/pocillo,  y 
por duplicado para cada variable a estudio (Figura 19). Una vez sembradas las 
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células, tras 4 horas en placa con medio suplementado con 10% de SFB, las 
células fueron estimuladas con los distintos tratamientos durante 24 horas. Al igual 
que en el cultivo primario se añadió DMSO (vehículo del tabaco) al medio del 
control negativo.  Los estímulos se dejaron durante el tiempo de incubación en el 
incubador de cultivos celulares. Pasado este tiempo se llevó a cabo la extracción de 
proteínas. 
 
 Estímulos:  
o Control negativo: Medio sin suero con DMSO 
o Control alcohol: 50mM de etanol. 
o Dosis no citotóxicas de tabaco sólo o combinadas con alcohol.  
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10.2. Extracción de proteínasde cultivo de células estrelladas 
pancreáticas 
 Reactivos y materiales 
 Tripsina-EDTA 0,01% 
 Placas de 6 pocillos (Thermo Fisher Scientific, EEUU) 
 PBS1x 
 Centrífuga Eppendorf 5415R (Eppendorf, Alemania) 
 Raspador-scrapper (Corning Incorporated (COSTAR),  
 Jeringa de Insulina 1 mL (Becton Dickinson & Company, España) 
 Aguja de Insulina 25 G (Becton Dickinson & Company, Irlanda) 
 
Solución RIPA 
 Tris (Trizma®) pH 7,4 200mM (Sigma-Aldrich, EEUU)  
 Na Cl 130mM (Panreac, España) 
 Glicerol 10% (Serva Electrophoresis GmbH, Alemania) 
 SDS 0,1% (Sigma-Aldrich, EEUU) 
 Tritón-X100 1% (Sigma-Aldrich, EEUU) 
 MgCl2 10mM (Fluka Chemie GmbH ,Suiza) 
 Coctel de Antiproteasascomercial (Sigma-Aldrich, Alemania) 
 Cóctel de Antifosfatasascomercial (Sigma-Aldrich,Alemania) 
 
10.2.1. Secretomas 
Los secretomas de los diferentes casos fueron recogidos tras pasar el tiempo de 
incubación. Se recogió el medio de cultivo y se centrifugóa 9.000g durante 3 
minutos a 4ºC, se guardó el sobrenadante a -80ºC, para el análisis posterior de las 
proteínas secretadas. 
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10.2.2. Proteína intracelular 
Se aspiró el medio de cultivo y se centrifugó a 9.000 g durante 3 minutos a 4ºC para 
recoger las células que no estaban adheridas al plato de cultivo;  el pellet de células 
resultantes, se lavó con PBS1x, se volvió a centrifugar, y se eliminó el 
sobrenadante. A continuación las células se recogieron con 100µl de RIPA frío con 
antiproteasas y antifosfatasas (10µl/mL) y se echaron en el pocillo correspondiente 
de origen que había sido lavado previamente dos veces con PBS 1x frío. De esta 
forma, se lisaron tanto las células adheridas como las que estaban en suspensión. 
Se dejaron 30 minutos en hielo agitando manualmente cada 5 minutos. Con un 
raspador se rascó toda la superficie para asegurar  el despegado del mayor número 
de células posible. En un tubo de 1,5mL el lisado celular se pasó 8 vecespor una 
jeringa de insulina (1mL) para romper las células que aun mantenían la membrana 
íntegra. Finalmente la muestra se centrifugó a máxima velocidad (14.000rpm) 
durante 10 minutos a 4ºC. El sobrenadante se cuantificó y se guardó a -80ºC para 
su posterior análisis. 
10.3. Cuantificación de la muestra 
 Reactivos y materiales 
 Suero de albumina bovino (BSA) fracción V (AppliChemGmbH-Darmstadt, 
Alemania) 
 Agua MiliQ (Merck Millipore, EEUU) 
 Solución Coomasie PLUS (Sigma-Aldrich, EEUU) 
 Espectrofotómetro DU®730 (Beckman Coulter Inc., EEUU) 
 
Para cuantificar la cantidad de proteína se utilizó el método de Bradford(222). Para 
ello se hizo una curva de calibrado (1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25µg/mL) en un 
volumen final de 20µL partiendo de un stock de suero de albumina bovina (BSA) a 
una concentración de 2mg/mL diluido en agua miliQ. El blanco se hizo con 19µl de 
agua miliQ y 1 µL de RIPA (Figura 20). 
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Figura20. Esquema preparación de la curva de calibrado con BSA. 
 
Las muestras se prepararon según instrucciones del fabricante. Se separaron de 30 
a 40µg de proteína por muestra para su posterior análisis.    
10.4. Inmunodetección mediante Western Blot 
Se analizaron las proteínas para el estudio de activación (α-SMA) y para el estudio 
de síntesis de proteínas de matriz extracelular (fibronectina-1 y colágeno I) 
mediante inmunodetección western blot. Para ello se separaron las proteínas en un 
gel de poliacrilamida y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa donde se 
incubaron con los anticuerpos específicos en cada caso. 
 
10.4.1. Preparación de las muestras para el análisis de proteína 
 Reactivos y materiales 
Tampón de carga 5x 
 400 mM Tris-HCl, pH 6,8 (Sigma-Aldrich,Alemania) 
 10% Dodecil sulfato sódico (SDS) (Sigma-Aldrich,Alemania) 
 50% Glicerol (Serva Electrophoresis GmbH, Alemania) 
 5% β-Mercaptoetanol (Sigma-Aldrich,Alemania) 
 0,5% Azul de bromofenol (Panreac, España) 
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- Marcador de peso molecular Spectra Multicolor (Thermo Scientific,EEUU) 
Las proteínas extraídas de los extractos celulares tanto del cultivo primario (30µg) 
como temprano (40µg) fueron disueltas en el tampón de carga 5x hasta un volumen 
final de 25 µL. Las muestras se hirvieron para desnaturalizar la proteína en un 
bloque de calor seco (thermoblock) durante 5 minutos a 100ºC. En el caso de no 
usarse inmediatamente, se guardaron a -20ºC hasta su uso. Una vez 
descongeladas se volvieron a hervir durante 5 minutos a 100ºC antes de la 
electroforesis.  
10.4.2. Electroforesis 
 Reactivos y materiales 
Tampón de electroforesis 
 192 mM Glicina (Serva Electrophoresis GmbH, Alemania) 
 25 mM Trizma® base (Sigma-Aldrich, Alemania ) 
 0,1% Dodecil Sulfato Sódico (SDS) (Sigma-Aldric, Alemania) 
Gel de resolución 
 8%-10% Acrilamida (AppliChemGmbH-Darmstadt, Alemania) 
 1.5 M Trizma® base, pH 8.8 (Sigma-Aldrich,Alemania) 
 10% Dodecil sulfato sódico (SDS) (Sigma-Aldrich, Alemania) 
 10% Amonio persulfato (APS) (Sigma-Aldrich, Alemania) 
 0.4% Tetrameil-etil-enediamina (TEMED) (Sigma-Aldrich, Alemania) 
 
Gel de carga 
 5% Acrilamida (AppliChemGmbH-Darmstadt, Alemania) 
 1 M Tris-HCl, pH 6.8 (Sigma-Aldrich,Alemania) 
 10% Dodecil sulfato sódico (SDS) (Sigma-Aldrich,Alemania) 
 10% Amonio persulfato (APS) (Sigma-Aldrich,Alemania) 
 0.1% Tetrameil-etil-enediamina (TEMED) (Sigma-Aldrich,Alemania) 
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Las muestras de proteína se separaron en un gel SDS-PAGE del 8%-10% en 
función del peso molecular de la proteína a analizar. En la primera calle del gel se 
cargó el marcador de peso molecular diluido en tampón de carga 1x para poder 
determinar el peso de las proteínas estudiadas. 
a) En el caso del estudio de activación, se determinó la proteína actina α de 
músculo liso (α-SMA) con un peso molecular de 42kDa, en un gel con un 
porcentaje del 10% de acrilamida. En este caso la electroforesis se 
mantuvoa voltaje constante 80V en el gel de carga, subiendo el voltaje 
hasta 100V en el gel separador en tampón de electroforesis.  
b) En el caso del estudio de proteínas de matriz extracelular, ambas proteínas 
tenían un peso molecular elevado: 115 kDa en el caso del colágeno I, 
220kDa en el caso de la fibronectina-1. Por este motivo el porcentaje de 
acrilamida utilizado fue del 8%. La electroforesis se mantuvo a voltaje 
constante 60V en el gel de carga, subiendo el voltaje hasta 90V en el gel 
separador en tampón de electroforesis.  
 
10.4.3. Transferencia 
 Reactivos y materiales 
Tampón de transferencia 
 192 mM Glicina (Serva Electrophoresis GmbH, Alemania) 
 25 mM Trizma® base (Sigma-Aldrich, Alemania) 
 0,1% Dodecil sulfato sódico (SDS) (Sigma-Aldrich, Alemania) 
 20% Metanol (Merck KGaA, Alemania) 
- Membranas de nitrocelulosa 0,45µm (Bio-Rad, EEUU) 
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Una vez separadas las proteínas por peso molecular se transfirieron a una 
membrana de nitrocelulosa de 0,45µm. El método utilizado para  la transferencia 
varió en función del peso molecular de las proteínas a analizar. 
- Transferencia semi-seca:  
Para las proteínas de bajo peso molecular, como es el caso de α-SMA (42 kDa),  
GAPDH (37 kDa) o β- Actina (42 kDa) se utilizó el sistema de transferencia semi-
seca (Trans-Blot SD, Semidry tranfer Cell-BioRad, EEUU), durante 45 minutos a 
200 mA, en tampón de transferencia frío. 
 
- Transferencia Húmeda: 
En el caso de las proteínas de mayor peso molecular, como es el caso del colágeno 
I (115kDa) y fibronectina -1 (IST-9) (220 kDa), se utilizó el sistema de transferencia 
húmedo. Se dejó la transferencia a 200mA constantes a 4ºC durante 2 horas, con 
tampón de transferencia frío.  
Tras la transferencia, en los casos que fue posible (estudio de proteínas de alto 
peso molecular), se cortó la membrana, utilizando como guía el marcador de peso 
molecular para la detección de β- Actina (42 kDa) utilizada como control de carga. 
En los casos que no fue posible cortar la membrana (α-SMA), se eliminó el 
anticuerpo unido con un tampón específico y se rehibridó con el anticuerpo  anti-
GAPDH (37kDa).  
10.4.4. Tinción con Rojo Ponceau 
Para comprobar que la transferencia fue correcta, se utilizó la tinción con rojo 
Ponceau, que tiñe proteínas de forma inespecífica. Una vez terminada la 
transferencia, se introdujo la membrana en una solución de 0,1% de rojo Ponceau S 
(AppliChemGmbH-Darmstadt, Alemania). A continuación la membrana se lavó con 
solución de lavado  (ver reactivos y materiales de inmunodetección) para eliminar 
los restos de la tinción. 
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10.4.5. Inmunodetección 
 Reactivos y materiales 
Solución de Lavado 
 1 x Tampón Fosfato Salino (PBS) 
 0.1% Tween 20 (Serva Electrophoresis GmbH, Alemania) 
 
Solución de Bloqueo 
 1x PBS 
 0,1% (v/v) Tween-20 (Serva Electrophoresis GmbH, Alemania) 
 5% (p/v) Suero de Albumina Bovino (BSA, siglas en inglés) fracción V 
(AppliChemGmbH, Alemania) o 5% (p/v) de leche en polvo (Dietisia, 
Sbelium- España) 
Solución de rehibridación-Stripping 
 Tris 1M a pH 6,7 con 10% SDS y 7% β Mercaptoetanol  en agua miliQ. 
- Kit de detección quimioluminiscente  HRP ®ECL (Pierce Thermo Scientific, EEUU)  
Tras la transferencia, se bloquearon las membranas con solución de bloqueo para 
evitar uniones inespecíficas del anticuerpo. Según las especificaciones de cada 
anticuerpo se utilizó para ello leche o BSA a una concentración de 5% p/v en PBS-
T. Se dejó en agitación constante durante una hora a temperatura ambiente. 
Una vez bloqueada la membrana, se preparó el anticuerpo primario contra la 
proteína a analizaren 5mL de solución de bloqueo, y se dejó incubar con la 
membrana toda la noche en agitación constante a 4ºC. 
Transcurrido el tiempo de incubación con el anticuerpo primario, se hicieron 3 
lavados, de 10 minutos cada uno, con solución de lavado (PBS-T) en agitación 
constante para eliminar el anticuerpo que no se haya unido. A continuación se 
incubó con el anticuerpo secundario diluido en solución de bloqueo durante 1 hora  
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en agitación y a temperatura ambiente. Se hicieron otros 3 lavados, de 10 minutos 
cada uno, con solución de lavado en agitación para eliminar el anticuerpo 
secundario no unido. 
 Rehibridación de la membrana con control de carga (GAPDH) 
Para rehibridar la membrana del estudio de la proteína α-SMA, se incubó a 50ºC 
durante 10 minutos en agitación en solución de rehibridación-stripping. A 
continuación se lavó 3 veces durante 10 minutos con solución de lavado. Se 
volvieron a bloquear las uniones inespecíficas y se siguió el protocolo tal y como se 
explicó anteriormente. 
Las diluciones de los anticuerpos primarios, la solución de bloqueo empleada y el 






















β Actina 42 kDa 
Santa Cruz 
Biothecnology 

















Tabla 3. Anticuerpos primarios con su correspondiente secundario utilizados. 
 
Las bandas de la proteína a estudio  se visualizaron por quimioluminiscencia 
utilizando el kit comercial ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific, 
EEUU).  
Para el revelado se utilizaron dos métodos distintos dependiendo de la proteína: 
- Para las proteínas de bajo peso molecular, las bandas se visualizaron con  el 
sistema de imagen automático BioSpectrum Imaging System  para western blot 
(UVP, LLC, Canadá).  
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- Para las proteínas de alto peso molecular (Colágeno I y fibronectina-1) se 
utilizaron placas radiográficas (Agfa-Gevaert, Bélgica)que se revelaron utilizando la 
máquina reveladora XR24 Pro (DÜRR NDT, Alemania) 
10.4.6. Cuantificación 
El análisis de densitometría de las bandas se hizo con el software Image J versión 
1.43 (Wayne Rasband of the Research Services Branch, National Institute of Mental 
Health, Bethesda, MD, USA). Los resultados se mostraron en unidades arbitrarias 
de densitometría frente al control negativo. 
10.5. Inmunocitoquímica 
10.5.1. Preparación de muestras 
Tras el pase 2, las células estrelladas fueron tripsinizadas (Tripsina-EDTA al 0,01%) 
y  se sembraron en una placa de 24 pocillos a una concentración de 20.000 células 
por pocillo por duplicado para cada condición a estudio de forma que uno de ellos 
sirvió como control negativo para el ensayo (Figura 21). Tras estar 24 horas en 
medio de cultivo completo, se hizo un lavado con medio DMEM/F’12 sin suero y se 
añadieron los diferentes estímulos. Las células tratadas con 50mM de etanol se 
utilizaron como control positivo. Al control negativo se añadió DMSO como vehículo 
del tabaco como en los casos anteriores. Las células se dejaron en el incubador 
durante 24 y 48 horas. 
 
 Reactivos y materiales 
 Estímulos:  
o Control negativo: Medio sin suero con DMSO 
o Control alcohol: 50mM de etanol. 
o Dosis no citotóxicas de tabaco sólo o combinadas con alcohol.  
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Figura 21. Esquema de preparación de las muestras para el ensayo de ICQ. 
 
 
 Tampón Fosfato Salino estéril (PBS) a pH 7,4 
 Metanol-Acetona 1:1 
 Triton X-100 (0.2%) (Sigma-Aldrich, Alemania) 
 Inhibidor de Peroxidasa endógena (DAKO, Dinamarca) 
 Envision Flex/ HRP (DAKO, Dinamarca) 
 Tampón sustrato de DiaminoBencidina (DAB) (DAKO, Dinamarca) 
 Cromógeno DAB (DAKO, Dinamarca) 
 Hematoxilina de Harris 
 Tampón Tris salino y Tween 20 (TBS’T) a pH 7,4 que contiene Tris (50mM), 
NaCl (150mM), Tween 20 (0,05%). 
 Alcohol 96º (Merck KGaA, Alemania) 
 Microscopio LeicaDMil DFC 295 
 Cámara c-Mount 0.55α 
 
Una vez transcurrido el tiempo de incubación con los diferentes estímulos, se aspiró 
el medio de cultivo, se  realizaron tres lavados con PBS1x para eliminar el medio de 
cultivo, y se fijaron las células durante 10 minutos con metanol-acetona 1:1. Se 
hicieron tres  lavados con PBS 1x y se llevó a cabo la permeabilización de las 
membranas celulares con 0,2% de triton X-100 durante 10 minutos. 
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Se lavó de nuevo tres veces con PBS1x y, a continuación, se inhibió la peroxidasa 
endógena con un preparado comercial (DAKO, Dinamarca) durante 10 minutos. Se 
lavó de nuevo y se incubó durante 45 minutos con el anticuerpo primario diluido 
1:50 (fibronectina-1) a temperatura ambiente en agitación constante. Se lavó el 
anticuerpo con PBS 1x y se añadió en anticuerpo secundario comercial que tiene 
un sistema de doble enlace que detecta anticuerpo primario de ratón y conejo, 
(Envision FLEX/HRP, DAKO, Dinamarca) durante 30 minutos a temperatura 
ambiente también en agitación. Se añadió finalmente el cromógeno DAB disuelto en 
el sustrato correspondiente, y se dejó a temperatura ambiente durante 5 minutos 
antes de lavar con agua destilada. 
A continuación se tiñó con hematolixina de Harris durante 2 minutos. 
Posteriormente se lavó con agua destilada  y a continuación se añadió TBS-T para 
azular los núcleos. Por último se lavó con agua del grifo a 37ºC.  
Se fijaron las tinciones con dos lavados con alcohol 96º y posteriormente otros dos 
lavados con alcohol absoluto y se dejó secar.  
Para cuantificar las células positivas se dividió cada pocillo en 8 partes iguales y se 
realizaron dos fotos en dos zonas al azar de cada una de las 8 áreas. Se hizo un 
contaje de las células teñidas, y se calculó el promedio del número de células 
positivas en cada caso. 
Para el análisis de las imágenes se utilizó el software ImageJversión 1.43 (Wayne 
Rasband of the Research Services Branch, National Institute of Mental Health, 
Bethesda, MD, USA). Los resultados se mostraron comonúmero de células 
positivas y se compararon con el control negativo. 
 
10.6. Tinción con Tricrómicro de Masson 
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Esta técnica permite visualizar las fibras de colágeno tipo I de una muestra. Aunque 
sea una tinción específica de tejido, el objetivo de este ensayo es comprobar la 
expresión y localización del colágeno I en las células estrelladas pancreáticas. 
 Reactivos y materiales 
 Estímulos:  
o Control negativo: Medio sin suero con DMSO. 
o Control alcohol: 50mM de etanol. 
o Dosis no citotóxicas de tabaco sólo o combinadas con alcohol.  
 Placa petri 100mm 
 Portaobjetos para inmunocitoquímica (DAKO, Dinamarca) 
 Solución de lavado (DAKO, Dinamarca) 
 Solución de Bouin (DAKO, Dinamarca) 
 
Tinción: 
 Hematoxilina de Weigert A y B (DAKO, Dinamarca) 
 Solución acidaBiebrich Scarlet (DAKO, Dinamarca) 
 Ácido Fosfomolibdico (DAKO, Dinamarca) 
 Solución Azul de Anilina (DAKO, Dinamarca) 
 Ácido Acético (DAKO, Dinamarca) 
 Sistema de tinción Artisan-Dako (DAKO, Dinamarca) 
 Microscopio LeicaDMil DFC 295 
 Cámara c-Mount 0.55α 
 
Se tripsinizaron las PSC en pase 2 y se sembraron 30.000 células en cada 
portaobjetos,introduciendo cada uno en una placa petri. Se mantuvieron las células 
durante 12horas para asegurar su adherencia al portaobjetos con 3 mL de medio 
completo, evitando que cubra el portaobjetos, en la placa con el fin de proporcionar 
humedad al medio (Figura 22). Transcurrido ese tiempo, se hizo un lavado para 
eliminar las células que no se pegaron con medio sin suero complementado con 
antibióticos y HEPES. Se cubrió con 5 mL de medio sin suero complementado con 
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antibióticos y 15mM de HEPES y se dejó durante 4 horas en el incubador. 
Transcurrido ese tiempo, se añadieron los estímulos correspondientes, y se dejó 




Figura 22. Tinción Tricrómica de Masson. Fotografía representativa de la preparación de muestra 
para el ensayo de tinción con Tricrómico de Masson 
 
La tinción se realizó mediante un sistema de tinción automatizado Artisan-Dako 
(DAKO) en el Servicio de Anatomía Patológica del Hospital Clínico Universitario de 
Santiago. Para ello, las células se lavaron con una solución de lavado comercial 
proporcionado por el fabricante y a continuación se fijaron con la solución de Bouin 
(DAKO) para llevar a cabo la tinción [Hematoxilina de Weigert A y B, solución ácida  
Biebrich Scarlet, ácido fosfomolibdico y solución azul de anilina (DAKO)]. 
Finalmente se fijó con ácido acético y se hizo el montaje con xilol.  
Se determinó la presencia o ausencia de fibras de colágeno I (color azul) y se 
tomaron fotografías bajo microscopio.  
10.7. Inmunoensayo enzimático (ELISA) para fractalquina 
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 Reactivos y Materiales 
 Kit ELISA anti fractalkine(CX3CL1) para rata (Abvona, Taiwan) 
 Lector de Placas VERSAmax (Bionova Científica, España) 
Se determinaronlas concentraciones de la citoquina fractalquina (CX3CL1) 
mediante la técnica de ELISA en el sobrenadante celular, utilizando un kit comercial 
para fractalquina de rata (Abnova, Taiwan). En este ensayo, la primera reacción se 
produce por la unión de la citoquina presente en los sobrenadantes celulares con el 
anticuerpo monoclonal que está unido a la placa. Tras esta reacción tiene lugar la 
unión del anticuerpo secundario, que lleva unida una molécula de biotina, al 
complejo (Citoquina-Anticuerpo 1º). A continuación, se añade la molécula avidina 
(con gran afinidad por la biotina) unida a la enzima peroxidasa. Al añadir el sustrato 
para esta enzima tiene lugar una reacción cuyo producto proporciona un color azul 
a la muestra. Finalmente se para la reacción con un reactivo que produce un 
cambio de color de azul a amarillo. La intensidad de este color se mide mediante 
espectrofotómetro VERSAmax a una longitud de onda de 450nm. La densidad 
óptica es directamente proporcional a la concentración de la citoquina. 
La recta de referencia se realizó con los patrones de concentración conocida 
proporcionado por el fabricante, y se utilizaron para extrapolar los resultados 
obtenidos en el ensayo. 
Los tiempos de incubación con cada reactivo se ajustaron a los indicados por el 
fabricante. 
11. Análisis de Producción de Especies Reactivas del Oxigeno 
La determinación de especies reactivas del oxígeno (ROS) en cultivo primario de 
células estrelladas pancreáticasse llevó a cabo mediante el reactivo 2’-7’-
diclorofluoresceína diacetato (DCFDA) que es un colorante fluorescente permeable 
a través de las membranas celulares y mide actividad hidroxilo, peroxilo y otras 
especies reactivas del oxígeno dentro de la célula. Una vez que traspasa las 
membranas celulares el DCFDA es desacetilado por esterasas celulares, a un 
compuesto no fluorescente que no es permeable a través de las membranas, y 
posteriormente se oxida por actividad de ROS a 2’-7’ diclorofluoresceína (DCF) que 
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es altamente fluorescente. Esta fluorescencia se va a detectar mediante citometría 
de flujo.  
 Reactivos y Materiales 
 Estímulos:  
o Control negativo: Medio sin suero con DMSO 
o Control alcohol: 50mM de etanol. 
o Dosis no citotóxicas de tabaco sólo o combinadas con alcohol.  
 Placas de 6 pocillos 
 Tampón Fosfato Salino estéril (PBS) a pH 7,4  
 Sonda 2’-7’ Diclorofluoresceína diacetato (Sigma-Aldrich, Alemania) 
 Sonda ioduro de propidio 1mg/mL (Invitrogene, EEUU)  
 Citómetro de flujo (Becton Dickinson Biosciences, EEUU) 
 
Para determinar la actividad de ROS intracelular nos basamos en el protocolo 
descrito anteriormente(122). Las células estrelladas (1x105 células/pocillo, en 
placas de 6 pocillos) se sembraron y se dejaron en medio de cultivo 
completodurante 12 horas. A continuación, se hizo un lavado y se dejaron durante 4 
horas en medio de cultivo sin suero completado con antibióticos y HEPES; 
transcurrido este tiempo, se marcaron con la sonda DCF-DA 50µM disuelta en 
medio, durante 30 minutos a 37ºC preservado de la luz. Se hizo un lavado con 
medio DMEM sin suero fetal bovino, para eliminar el exceso de sonda que no 
traspasó la membrana para evitar falsos positivos, y se añadieron los estímulos 
correspondientes disueltos en medio DMEM sin suero fetal bovino. Los estímulos 
se dejaron actuar durante 3,5 horas en el incubador. Transcurrido el tiempo de 
incubación con los diferentes estímulos las células fueron tripsinizadas y se 
resuspendieron en PBS 1x a 4ºC. Se añadió el ioduro de propidio 1µg/mL en cada 
muestra para determinar la viabilidad celular. Finalmente se analizó la presencia de 
especies reactivas del oxígeno como la intensidad de fluorescencia del 2’-7’- 
diclorofluoresceína formada por la oxidación de DCFDA mediante citometría de 
flujocon la siguiente configuración: forward light scatter (FSC) E-1;side ligth 
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scatter(SSC):227;FL-1 log: 600; FL-2log: 539;de más de 6.000 células viables de 
cada muestra (Figura 23). 
 
Figura 23. Esquema análisis de producción de ROS en PSC 
 
La adquisición y análisis de los resultados se realizó utilizando el programa 
informático Cell QuestPro (Becton Dickinson Biosciences, EEUU). 
12. Análisis Estadístico 
Todos los resultados se muestran como media ± error típico de la media de n=5 de 
cada análisis.Para comparar los diferentes métodos de aislamiento se aplicó el test 
t-student. Con el fin de establecer las diferencias entre los diferentes tratamientos 
en comparación con los controles se aplicó el test de Análisis de la Varianza 
(ANOVA) a los resultados obtenidos en cada sub-estudio para contrastar la 
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igualdad de medias. Posteriormente se aplicó el test de Fisher (LSD; Least 
Significant Difference test) para establecer las diferencias existentes entre los 
controles y los diferentes tratamientos. En todos los casos se consideraron 
diferencias significativas para valores de p <0,05. 
13. Consideraciones Éticas 
Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Bioético de la 
Universidad de Santiago de Compostela, cumpliendo la normativa deManipulación 










































1. Aislamiento de células estrelladas proveniente de páncreas de 
rata y caracterización de las células en cultivo. 
 
Como ya se ha explicado en el apartado anterior, el método de aislamiento celular 
se basa en lascaracterísticas morfológicas de las PSC, que al poseer gránulos 
lipídicos en su interior, tienen menor densidad que otros tipos celulares 
pancreáticos. Con el fin de optimizar y caracterizar el cultivo se compararon dos 
métodos de aislamiento donde se incrementó el tiempo de digestión  de 12 minutos, 
en el método 1,  a 25 minutos, en el método 2,  sin modificar las demás condiciones 
de aislamiento. 
Tras la realización de 5 aislamientos celulares con cada método, se analizó la 
concentración celular, la viabilidad celular y la pureza del cultivo en cada 
aislamiento por separado. Se determinó que con un incremento de 13 minutos en el 
tiempo de digestión, se obtuvo una concentración celular significativamente mayor,  
1,5x106±2,1x105células/mL en el método 2 vs 3,6x105± 0,87x105 células/mL en el 
método 1 (p<0,001). Sin embargo, no existen diferencias significativas entre ambos 
métodos de aislamiento en el porcentaje de viabilidad celular (81±3,8 en el método 
2 vs78,31±3,2 en el método 1, p=0,55) ni en el porcentaje de pureza del cultivo 
(76,55±2,6 en el método 2 vs 73,15±4,4 en el método 1, p=0,47) (Figura 24). 
Las células estrelladas son dependientes de anclaje, y tras 24 horas en cultivo se 
adhieren a la placa. Como el método 2 aportó un mayor número células, se 
consiguió alcanzar antes la confluencia que en el método 1. Además con este 
método, tras 5 días en cultivo, se mantenían los gránulos de vitamina A haciendo 
idóneo este tiempo de incubación para la realización de experimentos que 
requieren a las PSCs con características de etapa quiescente. (Figura 25 y 26). 
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Figura 24.Concentración celular (A), viabilidad celular (B), y pureza del cultivo(C). Los valores 
representan medias ±error típico. N=5 en cada método utilizado. Método 1 descrito por Rickmann y 
col. y el método 2 aumentando el tiempo de digestión a 25 minutos. Se aplicó el test T-student para 
determinar las diferencias entre ambos métodos de aislamiento (***p<0,001). 
 
Figura 25. Microfotografía de una célula estrellada pancreática tras 5 días en cultivo. Se 
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Figura 26.  PSC tras 24 horas (A), y 96 horas (B) en cultivo primario. Microfotografías de células 
estrelladas pancreáticas donde se muestra la evolución de las células en cultivo primario (10x). Se 




2. Efecto del tabaco sobre la citotoxicidad y la proliferación de 
células estrelladas pancreáticas 
 
2.1. Análisis de citotoxicidad celular 
Tal como se ha explicado en el apartado anterior, para el presente estudio se 
ensayaron concentraciones de alcohol (5-100mM) y tabaco (0,01-0,4mg/mL) que se 
consideran clínicamente relevantes(180). Con el fin de testar la toxicidad de dichas 
concentraciones de alcohol y tabaco, se realizó un estudio previo de liberación de 
lactato deshidrogenasa (LDH) por parte de las PSC tras el tratamiento con ambos 
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tóxicos de forma independiente durante 24 y 48 horas. En el presente estudio se vio 
que ninguna de las concentraciones de etanol estudiadas produjo un efecto tóxico 
sobre las PSC tanto a las 24 como a las 48 horas (Figura 27 A y B; Tabla 4). Sin 
embargo, concentraciones de 0,1mg/mL o superiores de tabaco tiene un efecto 
tóxico sobre las PSCs tras 48 horas de incubación (Figura 29 A y B; Tabla 4). Este 
efecto tóxico también se observó para las concentraciones 0,2 y 0,4mg/mL a las 24 
horas (Figura 28 A y B; Tabla 4). La toxicidad producida por dichas concentraciones 







Figura 27.Citotoxicidad (%) de las PSC en respuesta a alcohol a las 24 horas (A) y 48 horas (B) de 
incubación. Los valores representan porcentaje vs control células lisadas ±error típico. N=5 en cada 
grupo. Se aplicó el test ANOVA seguido de LSD para identificar las diferencias con respecto al control 
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Figura 28.Citotoxicidad (%) de las PSC en respuesta a tabaco (A) y microfotografías de PSC 
(B)  tras 24 horasde incubación. (A)El tabacoa concentraciones de 0,2 y 0,4 mg/mL (T0,2 y T0,4 
respectivamente) tienen un efecto tóxico sobre las PSC. Los valores representan porcentaje 
vscontrol células lisadas ±error típico. N=5 en cada grupo. Se aplicó el test ANOVA seguido de LSD 
para identificar las diferencias con respecto al control negativo (células sin tratamiento) 
(**p<0,01;***p<0,001). (B) Microfotografías (10x) de PSC tras el tratamiento con tabaco 0,2 y 0,4 






























Figura 29.Citotoxicidad (%) de las PSC en respuesta a tabaco (A) y microfotografías de PSC 
(B)  tras 48 horas de incubación. (A)El tabacoa concentraciones de 0,1; 0,2 y 0,4 mg/mL (T0,1; 
T0,2 y T0,4 respectivamente) tienen un efecto tóxico sobre las PSC. Los valores representan 
porcentaje vs control células lisadas ±error típico. N=5 en cada grupo. Se aplicó el test ANOVA 
seguido de LSD para identificar las diferencias con respecto al control negativo (células sin 
tratamiento) (**p<0,01;***p<0,001). (B) Microfotografías (10x) de PSC tras el tratamiento con tabaco 
0,1; 0,2 y 0,4 mg/mL (T0,1; T0,2 y T 0,4 respectivamente) en comparación con el control negativo 
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Figura 30.Citotoxicidad (%) de las PSC en respuesta a alcohol en combinación con tabaco a las 24 horas de incubación. El tabacoa concentraciones de 0,2 y 0,4 mg/mL 
(T0,2 y T0,4 respectivamente) en combinación con alcohol (5, 10, 50 y 100 mM; E5, E10, E50 y E100 respectivamente) tienen un efecto tóxico sobre las PSC. Los valores 
representan porcentaje vs control células lisadas (100%) ±error típico. N=5 en cada grupo. Se aplicó el test ANOVA seguido de LSD para identificar las diferencias con respecto 
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Figura 31. Citotoxicidad (%) de las PSC en respuesta a alcohol en combinación con tabaco a las 48 horas de incubación. El tabacoa concentraciones de 0,1; 0,2 y 0,4 
mg/mL (T0,1; T0,2 y T0,4 respectivamente) en combinación con alcohol (5, 10, 50 y 100 mM; E5, E10, E50 y E100 respectivamente) tienen un efecto tóxico sobre las PSC.Los 
valores representan porcentaje vs control células lisadas (100%) ±error típico. N=5 en cada grupo. Se aplicó el test ANOVA seguido de LSD para identificar las diferencias con 
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0 0,01mg/mL 0,1mg/mL 0,2mg/mL 0,4mg/mL 
0 0 4,1 ± 5,6 3,9 ± 14,2 48,3 ± 4,6*** 38,5 ± 3,4*** 
5mM 3,7 ± 5,3 1,7 ± 4,7 0,6 ± 15,4 40,6 ± 4,4*** 40,7 ± 8,2*** 
10mM 5,4 ± 4,1 10,7 ± 7,8 3,7 ± 2,2 41,9 ± 11,0*** 42,5 ± 14,6 *** 
50mM 7,5 ± 7,5 8,2 ± 10,04 10,6 ± 4,7 43,0 ± 9,9*** 30,2 ± 5,7** 
100mM 6,3 ±11,6 8,5 ± 2,9 1,2 ± 6,6 40,1 ± 7,8*** 39,9 ± 17,6*** 
 




0 0,01mg/mL 0,1mg/mL 0,2mg/mL 0,4mg/mL 
0 0 6,2 ± 5,6 28,6 ± 2,4** 46,9 ±2,9*** 40,8 ± 5,8*** 
5mM 0,6 ±  3,2 10,1 ± 7,6 13,5 ± 11,6 39,3 ± 3,7*** 37,3 ± 2,7*** 
10mM 0,3 ± 3,4 2,1 ± 4,6 32,0 ± 9,3*** 29,4 ± 7,0** 35,8 ± 4,6*** 
50mM 13,6 ± 15,4 20,0 ± 6,7 11,9 ± 7,7* 41,3 ± 4,3*** 41,9 ± 9,9*** 
100mM 10,1 ±  13,6 0,3 ±3,3 11,2 ± 3,7 34,9 ± 18,2*** 36,6 ± 6,8*** 
 
Tabla4.Resultados ensayo LDH. Porcentaje de citotoxicidad en respuesta a alcohol, tabaco y ambos 
tóxicos por separado tras 24  horas (A) y 48 horas (B) de incubación. Los resultados se muestran como 
media ± error típico. N=5 en cada grupo.(*p<0,05;**<0,01***p<0,001). 
 
2.2. Análisis de proliferación 
La proliferación de las PSC es un proceso fundamental en la fibrogénesis pancreática. Se 
utilizaron dos métodos para su estudio, a tiempo final usando un método de reducción de 
sales de tetrazolium a formazán en la mitocondria celular(WST-1) y a tiempo real usando 
el equipo xCELLigence. Además el test colorimétrico WST-1 se utilizó para corroborar el 
efecto tóxico de las distintas concentraciones de tabaco y alcohol. 
La exposición a concentraciones de 0,2 o 0,4 mg/mL de tabaco sólo (Figura 33; Tabla 5) 
o en combinación con alcohol (Figuras 34 y 35; Tabla 5) provoca una disminución del 
ratio de la proliferación de las PSC asociada al efecto tóxico del tabaco. Ni el alcohol ni el 
tabaco a dosis no citotóxicas, de forma independiente o combinados, estimulan la 
proliferación de las PSC a ninguna de las concentraciones estudiadas a las 24 o 48 horas 








Figura  32. Proliferación (%) de las PSC en respuesta a alcohol a las 24 horasy 48 horas. Ensayo WST-
1.El alcohol (5, 10, 50 y 100mM; E5, E10, E50 y E100 respectivamente) no estimula la proliferación de PSC a 
ninguna de las horas estudiadas.Los valores representan porcentaje vs control (sin tratamiento) ±error típico. 
N=5 en cada grupo. Se aplicó el test ANOVA seguido de LSD para identificar las diferencias con respecto al 





Figura 33. Proliferación (%) de las PSC en respuesta a tabaco a las 24 horas y 48 horas. Ensayo WST-
1.  El tabacoa concentraciones de 0,2 y 0,4 mg/mL (T0,2 y T0,4 respectivamente) disminuye el ratio de 
proliferación de las PSC. Los valores representan porcentaje vs control (sin tratamiento con DMSO 0,01%) 
±error típico. N=5 en cada grupo. Se aplicó el test ANOVA seguido de LSD para identificar las diferencias con 
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Figura 34. Proliferación (%) de las PSC en respuesta a alcohol en combinación con tabaco a las 24 horas de incubación. El tabacoa concentraciones de 0,2 y 0,4 mg/mL 
(T0,2 y T0,4 respectivamente) en combinación con alcohol (5, 10, 50 y 100 mM; E5, E10, E50 y E100 respectivamente) tienen un efecto tóxico sobre las PSC, que semuestra 
como una disminución en el ratio de la proliferación. Los valores representan porcentaje vs control (células sin tratamiento con DMSO 0,01%) ±error típico. N=5 en cada grupo. 



















































Página | 116 
 
 
Figura 35. Proliferación (%) de las PSC en respuesta a alcohol en combinación con tabaco a las 48 horas de incubación. El tabacoa concentraciones de 0,2 y 0,4 mg/mL 
(T0,2 y T0,4 respectivamente) en combinación con alcohol (5, 10, 50 y 100 mM; E5, E10, E50 y E100 respectivamente) tienen un efecto tóxico sobre las PSC, que se traduce de 
una reducción en el ratio de la proliferación a las 48 horas de incubación. Los valores representan porcentaje vs control células control (células sin tratamiento con DMSO 
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0 0,01mg/mL 0,1mg/mL 0,2mg/mL 0,4mg/mL 
0 100 108,3 ± 7,7 91,1 ± 8,4 46,8 ±16,0** 38,2 ± 12,1*** 
5mM 106,5 ±7,8 105,7 ± 8,7 101,6 ± 13,4 49,6 ± 17,4** 42,3 ± 11,4*** 
10mM 104,2 ± 5,8 117,1 ± 5,6 91,2 ± 12,0 48,5 ± 18,4** 38,1 ± 11,9*** 
50mM 106,2 ± 7,9 107,1 ± 8,5 94,9 ± 15,5 47,3 ± 17,1** 39,1± 11,3*** 
100mM 105,1 ± 4,7 123,9 ± 7,3 84,5 ± 12,3 45,6 ±15,3*** 37,9 ± 10,4*** 
 




0 0,01mg/mL 0,1mg/mL 0,2mg/mL 0,4mg/mL 
0 100 105,8 ± 3,1 97,5 ± 5,8 65,5 ± 11,1** 55,4 ± 11,4*** 
5mM 105,1 ±4,0 101,9 ± 3,1 97,5 ± 4,7 65,5± 12,7* 55,4 ± 10,2** 
10mM 99,4 ± 3,4 106,2 ± 5,7 100,4 ± 6,0 63,6 ± 11,5** 54,8 ± 9,6*** 
50mM 100,1 ± 5,4 99,6 ± 6,2 93,6 ± 3,9 65,9 ± 12,3** 55,6 ± 10,7*** 
100mM 96,3 ± 3,7 101,9 ± 2,9 91,7 ± 6,9 59,5 ± 11,8** 52,4 ± 9,3*** 
 
Tabla5. Resultados ensayo WST1. Porcentaje de proliferación en respuesta a alcohol, tabaco y ambos 
tóxicos por separado tras 24  horas (A) y 48 horas (B) de incubación. Los resultados se muestran como 
media ± error típico. N=5 en cada grupo.(*<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 
 
 
Tras los ensayos de liberación de LDH y WST-1 se establecieron las concentraciones 
óptimas de ambos tóxicos para el estudio de su efecto sobre las PSCs. De esta forma 
se comprobó que concentraciones de tabaco de 0,1mg/mL o superiores sólo o en 
combinación con alcohol son tóxicas en un periodo de tiempo de 48 horas tras su 
adicción. Así pues, se eligió la concentración de tabaco de 0,01mg/mLy las 
concentraciones de etanol que son clínicamente relevantes 5, 10 y 50 mM.  
Tras el ensayo de proliferación a tiempo real, se comprobó que concentraciones no 
citotóxicas de tabaco (0,01mg/mL) de forma independiente o en combinación con 
alcohol a concentraciones 5, 10 o 50 mM, no estimulan la proliferación en PSC a 
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Figura 36. Resultados ensayo xCELLigence a las 24 horas (A) y 48 horas (B). Los valores representan la 
pendiente/ hora desde la adicción del tratamiento. El control (C: células sin tratamiento+DMSO al 0,01%),  Se 
aplicó el test ANOVA seguido de LSD para determinar las diferencias entre los diferentes grupos, N=5 




Figura 37. EnsayoxCELLigence en PSC. Imagen representativa de las PSC en la placa E-plate (A). Imagen 
representativa de un experimento de proliferación de PSC a tiempo real, en respuesta a los diferentes 
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3. Transdiferenciación de las células estrelladas como marcador del inicio 
del proceso de activación celular. 
 
Para estudiar el efecto del tabaco de forma independiente o en combinación con el 
alcohol en la transdiferenciación de las PSCs se estudió la expresión de α-SMA en cultivo 
temprano y primario de PSC tras un tratamiento con ambos tóxicos durante 24 horas. 
3.1. Transdiferenciación en cultivo primario  
En cultivo primario de células estrelladas, tras 24 horas de incubación  con los diferentes 
tratamientos, tanto el etanol sólo a una concentración de 50mM como el tabaco sólo a 
0,01mg/mL estimulan el incremento de la expresión de α-SMA 2,15±0,35 veces (p=0,02) 
y 1,98±0,37 veces (p=0,04) sobre el control negativo (células sin tratamiento+DMSO 
0,01%) respectivamente. Además, la combinación de ambos tóxicos a esas dosis 
(0,01+E50) también incrementa la expresión de la proteína 2,46±0,66 veces sobre el 





Figura 38. Análisis de expresión de α-SMA en PSC. Se muestran imágenes representativas de western 
blot de 5 experimentos de expresión de α-SMA en PSCs tratadas con 50mM de etanol (E50), tabaco (T0,01) 
o con la combinación de ambos tóxicos (tabaco con 5, 10 o 50mM; T0,01+E5, T0,01+E10 y T0,01+E50 
respectivamente). La intensidad relativa de cada banda se valoró mediante análisis de densitometría. Los 
resultados se expresan como veces de aumento respecto al grupo control (C), utilizando GAPDH como 
control de carga. Los valores representan medias ± error típico. Se aplicó el test ANOVA seguido de LSD 
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3.2. Transdiferenciación en cultivo temprano 
Con el fin de corroborar los resultados obtenidos en cultivo primario y para evitar 
unaposible interferenciadel plástico del frasco de cultivosobre el cambio de fenotipo de 
las PSC, se evaluó la expresión de α-SMA en cultivo temprano. Al igual que en el cultivo 
primario, el alcohol a 50mM (E50) y el tabaco (0,01mg/mL; T0,01) de forma 
independiente o combinados (T0,01+E50) producen un incremento en la expresión de α-
SMA de 1,58±0.15 veces (p=0,26); 1,83±0.36 veces (p= 0,003) y 1,53±0.19 veces 
(p=0,04) sobre el control negativo (células sin tratamiento +DMSO 0,01%) 





Figura 39. Análisis de expresión de α-SMA en PSC. Se muestran imágenes representativas de western 
blot de 5 experimentos de expresión de α-SMA en PSCs tratadas con 50mM de etanol (E50), tabaco (T0,01) 
o con la combinación de ambos tóxicos (tabaco con 5, 10 o 50mM; T0,01+E5, T0,01+E10 y T0,01+E50 
respectivamente). La intensidad relativa de cada banda se valoró mediante análisis de densitometría. Los 
resultados se expresan como veces de aumento respecto al grupo control (C), utilizando GAPDH como 
control de carga. Los valores representan medias ± error típico. Se aplicó el test ANOVA seguido de LSD 
para identificar las diferencias significativas con respecto al grupo control (*p<0,05; **p<0,01) 
No es esencialuna activación previa para que el alcohol o el tabaco ejerzan su efecto 
sobre las células estrelladas; es decir, tanto el alcohol como el tabaco por separado, o en 
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4. Migración de las células estrelladas pancreáticas como un proceso 
fundamental en la fibrogénesis pancreática. 
 
La capacidad de migración de las PSC tratadas con tabaco se estudió mediante dos 
aproximaciones experimentales. 
4.1. Migración mediante ensayo de cicatrización: Wound Healing 
Assay (WHA) 
Tras la monitorización mediante el “ensayo de cicatrización de la herida” no hay 
diferencias en el porcentaje de células que migran a las 24 horas del tratamiento con 
ninguno de los tóxicos (Figura 40). Sin embargo, a las 48 horas de incubación las PSC 
con un tratamiento de tabaco 0,01mg/mL y alcohol a una concentración de 10 mM o 
50mM (T0,01+E10 y T0,01+E50 respectivamente) adquieren una capacidad de migración 
mayor en comparación con el control negativo (C; células sin tratamiento+DMSO 0,01%) 
(64,64±8,7 en T0,01+E10 vs28,70±8,19; p=0,02) (87,47±12,21 en T0,01+E50 vs 
28,70±8,19; p<0,001) (Figura 41). Además, esta diferencia en el caso de la combinación 
de tabaco con alcohol 50mM es también significativa si se compara con la misma 




Figura 40. Migración (%) de PSC en WHA a las 24 horas. Los resultados se muestran como media del 
porcentaje de células que migraron durante el ensayo WHA (n=5) en comparación sobre células tratadas con 



























Figura 41. Imágenes de WHA de PSC a las 48 horas. Microfotografías representativas (20x)del ensayo 
WHA en células estrelladas tras 48 horas con el tratamiento. Control: células con medio + DMSO 0,01% (C), 
etanol a una concentración de 50mM (E50), tabaco 0,01mg/mL sólo (T0,01) o en combinación con 50mM de 
etanol (T0,01+E50). Las células que migraron se contaron mediante el software Imagen J. 
 
Figura 42. Migración (%) de PSC en WHA a las 48 horas. Los resultadosse muestran como media del 
porcentaje de células que migraron durante el ensayo WHA (n=5) en comparación sobre células tratadas con 
SFB (15%). Se aplicó el test ANOVA seguido de LSD para identificar las diferencias significativas con 
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4.2. Migración: Transwell® Migration Assay  
Los resultados del ensayo WHA se comprobaron mediante el ensayo Transwell® 
Migration Assay. Tras una incubación de 48 horas con los diferentes tratamientos, al igual 
que en ensayo de cicatrización, las células tratadas con tabaco 0,01mg/mL y etanol 
50mM incrementaban su capacidad de migración con respecto al control negativo 
(13,09±2,24 en el control vs 25,67±3,30 en T0,01+E50, p=0,007), utilizando el mismo 




Figura 43. Imágenes de TMA de PSC con tinción Giemsaa las 48 horas.(A)Zoom en una fotografía 
realizada con un microscopio óptico (20x) de PSC con tratamiento de tabaco a 0,01mg/mL. Las flechas 
indican los poros presentes en la membrana.(B) Microfotografías representativas de muestra del ensayo TMA 
de las PSC tras 48 horas con el tratamiento (10x). Células control (C); células tratadas con alcohol 50mM 
(E50); tratadas con tabaco 0,01mg/mL y tabaco combinado con 50mM de etanol (T0,01+E50). Las PSC que 
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Figura 44. Migración de PSC a las 48 horas en el ensayo Transwell® MigrationAssay (TMA). Los 
resultados se muestran como la media del número de células que migraron durante el ensayo TMA a las 48 
horas de incubación (n=5). Los resultados se expresan en % sobre el control negativo (C: Células sin 
tratamiento con DMSO 0,01%). Se aplicó el test ANOVA seguido de LSD para identificar las diferencias 
significativas con respecto al grupo control (**p<0,01). 
 
 
Por lo tanto las PSC tras ser activadas y en presencia de ambos tóxicos adquieren mayor 




5. Expresión de proteínas de matriz extracelular como marcadores del 
desarrollo de fibrosis. 
 
Para la determinación del grado de fibrosis producido por el efecto del tabaco sobre las 
células estrelladas pancreáticas, se cuantificó la expresión de las dos principales 
proteínas de matriz extracelular, la proteína estructural colágeno tipo I y la proteína de 
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5.1. Expresión de colágeno tipo 1 
Tinción tricrómico de Masson 
Las PSC en cultivo primario (pase 2) muestran un marcaje positivo para el colágeno tipo I 
tras un tratamiento durante 24 y 48 horas de etanol a una concentración de 50mM (E50) 
sólo, tabaco 0,01mg/mL (T0,01) (Figura 45) o la combinación de tabaco 0,01mg/mL con 
concentraciones crecientes de alcohol (5, 10 y 50mM de etanol; T0,01+E5, T0,01+E10 y 
T0,01+E50  respectivamente) (Figura 46) en comparación con el control negativo (células 
sin tratamiento +DMSO 0,01%). La tinción de las PSC muestra un patrón de distribución 
típico perinuclear. 
 
Figura 45.Imágenes de tinción Tricrómico de Masson de PSC a las 24 horas. Microfotografías 
representativas de la tinción de colágeno I en PSC tras 24 horas con el tratamiento. Células control (C: 
células en medio con DMSO 0,01%); células tratadas con alcohol 50mM (E50). Las flechas indican la 
localización del colágeno I (azul). 
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Figura 46.Imágenes de tinción Tricrómico de Masson de PSC a las 24 horas. Microfotografías 
representativas de la tinción de colágeno I en PSC tras 24 horas con el tratamiento. Tabaco 0,01mg/mL en 
combinación con concentraciones crecientes de alcohol 5, 10 y 50mM (T0,01+E5, T0,01+E10 y T0,01+E50). 
Las flechas indican la localización del colágeno I (azul). 
 
 
Inmunodetección medianteWestern Blot 
 
Cuantificamos la expresión de colágeno I medianteinmunodetección porwestern blot. El 
alcohol 50mM (E50) y tabaco 0,01mg/mL (T0,01), de forma independiente, incrementan 
la expresión de colágeno I en un cultivo primario (Pase2) de PSC (1,64±0,32 E50 vs C; 
p=0,018) (1,64±0,26 T0,01 vs C, p=0,022) en comparación con el control negativo (C). 
Además, la combinación de ambos tóxicos, tabaco 0,01mg/mL con 50mM de alcohol 
(T0,01+E50),también produce un incremento significativo de la expresión de colágeno I 
en comparación con el control negativo (C) a las 24 horas (1,96±0,27 T0,01+E50 vs C; 
p=0,001)  (Figura 47). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la 
Resultados  
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Figura 47. Análisis de expresión de colágeno I en PSC a las 24 horas. Se muestran western blot 
representativos de 5 experimentos de expresión de colágeno I en PSCs tratadas con 50mM de etanol (E50), 
tabaco (T0,01) o con la combinación de ambos tóxicos (tabaco con 5, 10 o 50mM; T0,01+E5, T0,01+E10 y 
T0,01+E50 respectivamente). La intensidad relativa de cada banda se valoró mediante análisis 
densitométrico. Los resultados se expresan como veces de aumento respecto al grupo control (C), utilizando 
β-Actina como control de carga. Los valores representan medias ± error típico. Se aplicó el test ANOVA 





Al aumentar el tiempo de incubación hasta 48 horas,se observó que la combinación de 
0,01mg/mL de tabaco con cualquiera de las concentraciones crecientes de etanol 5, 10 o 
50mM (T0,01+E5, T0,01+E10 y T0,01+E50 respectivamente) estimula la expresión de 
colágeno tipo I en comparación con el control negativo (C) (2,03±0,21 T0,01+E5 vs C; 
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cultivo primario de PSC.  Por otra parte, el tratamiento combinado de ambos tóxicos 
(T0,01+E50) es significativamente superior en comparación con la misma dosis de 








Figura 48. Análisis de expresión de colágeno I en PSC a las 48 horas. Se muestran western blot 
representativos de 5 experimentos de expresión de colágeno I en PSCs tratadas con 50mM de etanol (E50), 
tabaco (T0,01) o con la combinación de ambos tóxicos (tabaco con 5, 10 o 50mM; T0,01+E5, T0,01+E10 y 
T0,01+E50 respectivamente). La intensidad relativa de cada banda se valoró mediante análisis 
densitométrico. Los resultados se expresan como veces de aumento respecto al grupo control (C), utilizando 
β-Actina como control de carga. Los valores representan medias ± error típico. Se aplicó el test ANOVA 
seguido de LSD para identificar las diferencias significativas con respecto al grupo control (*p<0,05; **p<0,01) 
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5.2. Expresión de fibronectina-1 
La expresión de la fibronectina-1 (FNT-1), se analizó mediante cuantificación de 
fibronectina I endógena porinmunocitoquímica (ICQ) y western blot. 
 
Inmunocitoquímica 
Las PSC en el pase 2 del cultivo primario muestran un marcaje positivo para la 
fibronectina (FNT-1) tras el tratamiento con etanol 50mM (E50) sólo, tabaco 0,01mg/mL 
(T0,01) o la combinación de ambos tóxicos a concentraciones crecientes de alcohol (5, 
10 o 50mM; T0,01+E5, T0,01+E10 y T0,01+E50 respectivamente) a las 24 y 48 horas en 
comparación con el control negativo (células sin tratamiento +DMSO). El patrón de 
distribución de la proteína FNT-1 endógena es típicamente difuso (Figuras 49 y 50).  
Tras la cuantificación del número de células positivas para el marcaje de FNT-1, se ha 
encontrado que las PSC tras 24 horas con el tratamiento de alcohol 50mM (41,18±11,40 
E50 vs 17,17±3,34 C; p= 0,006) y el tabaco en combinación con 10mM (41,47±4,48 
T0,01+E10 vs 17,17±3,34 C; p=0,03) y 50mM de etanol (45,89±4,87 T0,01+E50 vs 
17,17±3,34 C; p= 0,002) tienen un marcaje positivo significativamente mayor en 
comparación con el control negativo.  Por otra parte, a las 48 horas sólo el tratamiento 
con alcohol 50mM (E50) (51.62±3.37vs28.43±4.51 C; p=0,02) y la combinación de la 
misma dosis de alcohol con tabaco 0,01mg/mL (58.2±2.9 T0,01+E50 vs28.43±4.51 C; p= 









Figura 49. Imágenes representativas de  ICQ  para FNT-1 en PSC a las 24 horas. LasPSC fueron tratadas 
con  de etanol (E50), 0,01mg/mL de tabaco (T0,01) o con la combinación de ambos tóxicos (0,01mg/mL de 
tabaco con 5, 10 o 50mM; T0,01+E5, T0,01+E10 y T0,01+E50 respectivamente). El control (C) son células 














Figura 50. Imágenes representativas de  ICQ  para FNT-1 en PSC a las 48 horas. LasPSC fueron tratadas 
con 50mM de etanol (E50), 0,01mg/mL de tabaco (T0,01) o con la combinación de ambos tóxicos 
(0,01mg/mL de tabaco con 5, 10 o 50mM; T0,01+E5, T0,01+E10 y T0,01+E50 respectivamente). El control 
(C) son células con el vehículo del tabaco (DMSO 0,01%). El patrón de distribución de la FNT-1 endógena en 















Figura 51. Cuantificación de la ICQ  para FNT-1 en PSC a las 24 horas (A) y 48 horas (B). Los valores 
representan la media del número de células positivas de una n=5±error típico. Se aplicó el test ANOVA 
seguido de LSD para identificar las diferencias significativas con respecto al grupo control (*p<0,05; 
**p<0,01). 
 
Inmunodetección medianteWestern Blot 
 
Se cuantificó la expresión de FNT-1 endógena mediante inmunodetección por western 
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(1,77±0,18; p=0,036) y tabaco 0,01mg/mL en combinación con 10mM (2,07±0,22 
T0,01+E10; p=0,010) y 50mMde alcohol (T0,01+E50)(3,16±0,53; p<0,001) incrementa la 
expresión de FNT-1 en comparación con el control negativo (C). Por otra parte, la 
expresión de FNT-1 tras el tratamiento T0,01+E50 es mayor en comparación con la 







Figura 52. Análisis de expresión de fibronectina-1 en PSC a las 24 horas. Se muestran western blot 
representativos de 5 experimentos de expresión de FNT-1 en PSCs tratadas con 50mM de etanol (E50), 
tabaco (T0,01) o con la combinación de ambos tóxicos (tabaco con 5, 10 o 50mM; T0,01+E5, T0,01+E10 y 
T0,01+E50 respectivamente). La intensidad relativa de cada banda se valoró mediante análisis 
densitométrico. Los resultados se expresan como veces de aumento respecto al grupo control (C), utilizando 
β-Actina como control de carga. Los valores representan medias ± error típico. Se aplicó el test ANOVA 
seguido de LSD para identificar las diferencias significativas con respecto al grupo control (*p<0,05; 
***p<0,001) y con respecto al grupo E50 (# #p<0,01). 
 
Al incrementar el tiempo de incubación hasta 48 horas,el alcohol a 50mM(1,74±0,42 E50; 
p=0,04) y la combinación de la misma dosis de alcohol (50mM) con tabaco 0,01mg/mL 
(2,46±0,07 T0,01+E50;p<0,001) incrementa la expresión de FNT-1 en comparación con 
























































Figura 53. Análisis de expresión de Fibronectina-1 en PSC a las 48 horas. Se muestran western blot 
representativos de 5 experimentos de expresión de FNT-1 en PSCs tratadas con 50mM de etanol (E50), 
tabaco (T0,01) o con la combinación de ambos tóxicos (tabaco con 5, 10 o 50mM; T0,01+E5, T0,01+E10 y 
T0,01+E50 respectivamente). La intensidad relativa de cada banda se valoró mediante análisis 
densitométrico. Los resultados se expresan como veces de aumento respecto al grupo control (C), utilizando 
β-Actina como control de carga. Los valores representan medias ± error típico. Se aplicó el test ANOVA 
seguido de LSD para identificar las diferencias significativas con respecto al grupo control (*p<0,05; 
***p<0,001) y con respecto al grupo E50 (# p<0,05). 
 
Además, se mantiene el efecto sinérgico entre alcohol y tabaco,de forma que en 
presencia de alcohol y tabaco la síntesis de proteínas de matriz extracelular es mayor 
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6. Liberación de moléculas inflamatorias e inductoras de fibrosis. 
 
6.1. Expresión de fractalquina (FKN) mediante ELISA 
Como ya se ha explicado anteriormente, se cuantificó en sobrenadante celular mediante 
inmunoensayo enzimático la expresión de fractalquina como molécula proinflamatoria e 
inductora de fibrosis,con el fin de determinar la secreción se moléculas inflamatorias por 
parte de las células estrelladas en respuesta a tabaco y alcohol.  
Se cuantificó la secreción de fractalquina en el sobrenadante celular de PSCs tratadas 
con etanol a 50mM (E50), tabaco a 0,01mg/mL (T0,01), y la combinación de tabaco 
concentraciones crecientes de etanol 5, 10 y 50mM (T0,01+E5, T0,01+E10 y T0,01+E50) 
durante 24 y 48 horas. Se utilizaron PSC tratadas con DMSO a la misma concentración 
que en el tabaco como control negativo (C).  A las 24 horas no se observan diferencias 
significativas en la secreción de FKN (Figura 54). 
 
 
Figura 54. Análisis de secreción de fractalquina a las 24 horas. No se han encontrado diferencias 
significativas en la secreción de fractalquina en las PSCs tratadas con 50mM de etanol (E50), tabaco (T0,01) 
o con la combinación de ambos tóxicos (tabaco con 5, 10 o 50mM; T0,01+E5, T0,01+E10 y T0,01+E50 
respectivamente). Los valores representan medias ± error típico. Se aplicó el test ANOVA seguido de LSD 
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Sin embargo, cuando se incubaron las PSC con los diferentes estímulos durante 48 
horas, se observó que el tabaco a una concentración de 0,01mg/mL en combinación con 
50mM de etanol, estimula la secreción de FKN en comparación con el control negativo 
(11,5±3,3pg/mL vs 5±1,25; p=0,017) (Figura 55). 
 
Figura 55. Análisis de secreción de fractalquina a las 48 horas. La gráfica representa los valores en 
pg/mL de fractalquina secretada por las PSC tratadas con 50mM de etanol (E50), tabaco (T0,01) o con la 
combinación de ambos tóxicos (tabaco con 5, 10 o 50mM; T0,01+E5, T0,01+E10 y T0,01+E50 
respectivamente). Los valores representan medias ± error típico. Se aplicó el test ANOVA seguido de LSD 
para identificar las diferencias significativas con respecto al grupo control (*p<0,05). 
 
 
7. Producción de especies reactivas del oxígeno como efectores de la 
activación de las células estrelladas pancreáticas. 
 
 
7.1. Producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) 
Se estudió la producción de especies reactivas del oxígeno utilizando la sonda sensible a 
peróxido DCF-DA mediante citometría de flujo. El alcohol a una concentración de 50mM y 
la combinación de alcohol 50mM con tabaco 0,01 mg/mL incrementa la intensidad de 
fluorescencia producida por la presencia de especies reactivas del oxígeno a las 3 horas 
y media de incubación en comparación con el control negativo (1,06±0,30 en control (C) 
vs 3,06±0,77 E50; p=0,008) y (1,06±0,30 en control (C)vs 2,68±0,49 T0,01+E50; p=0,027) 













































Figura 56. Intensidad de fluorescencia para más de 6.000 células analizadas mediante citometría 
de flujo. Las PSCs fueron incubadas con DCF-DA durante 30 minutos y tratadas con alcohol 50mM 




Figura 57. Intensidad de fluorescencia para mas de 6.000 células analizadas mediante citometría 
de flujo. Fluorescencia producida por peróxidos en PSCs tratadas con alcohol 50mM (E50), tabaco 
0,01mg/mL (T0,01) y la combinación de ambos tóxicos tabaco 0,01mg/mL con 5, 10 y 50mM (T0,01+E5, 
T0,01+E10 y T0,01+E50) con respecto al control negativo (C). Los valores representan las medias 
delaintensidad de fluorescencia±error típico de n=4 experimentos. Se aplicó el test ANOVA seguido de 





























































En el presente estudio se demuestra que el tabaco es capaz de ejercer un efecto 
relevante en el inicio y desarrollo de los procesos de fibrogénesis pancreática asociada a 
pancreatitis crónica. Concretamente se muestra que el tabaco sólo o combinado con 
alcohol produce la activación directa de las células estrelladas pancreáticas, estimula la 
migración de las mismas, la síntesis de proteínas de matriz extracelular (colágeno I y 
FNT-1), induce la secreción de fractalquina y la producción de especies reactivas del 
oxígeno en las PSCs. Además hemos comprobado que el tabaco y el alcohol tienen un 
efecto sinérgico, de forma que el tabaco podría ser un factor asociado al desarrollo de 
fibrosis en pancreatitis crónica de origen alcohólico.  
La fibrosis pancreática es una respuesta a daño pancreático crónico causador por varios 
procesos (inflamación repetida o persistente, abuso del alcohol, malnutrición o  
traumatismo)(79). Al ser un proceso fisiológico en respuesta a daño, tanto la activación 
de las PSCs como la fibrosis son procesos dinámicos y reversibles en las primeras 
etapas(67). Por ello es necesario profundizar en el conocimiento de la fisiopatología de 
los mecanismos de homeostasis de la matriz extracelular y en la caracterización de las 
PSCs como principales efectoras en el proceso de fibrogénesis, con el fin de buscar 
nuevas estrategias de prevención y tratamiento de los primeros estadios del desarrollo de 
fibrosis.  
En la actualidad el alcohol se considera el principal factor de riesgo en el desarrollo de la 
pancreatitis crónica, y aunque el factor iniciador del daño pancreático desaparezca 
(inflamación, traumatismo u obstrucción biliar), si hay un consumo continuado de alcohol 
se mantiene el desarrollo de la enfermedad(181). De hecho, las fases finales de la PC de 
origen alcohólico se caracterizan por una extensa fibrosis y una total y permanente 
pérdida de tejido pancreático exocrino(90). Sin embargo, menos de un 10% de los 
alcohólicos desarrollan PC, lo que parece indicar que debe existir otro factor asociado 
que puede actuar de forma sinérgica con el alcohol en la progresión de la PC. En los 
últimos años, el tabaco aparece como factor independiente en el desarrollo de la PC, 
estando implicado también en los procesos de fibrosis de otros tejidos(198). Por ello, este 
trabajo se ha centrado en el estudio de los mecanismos por los que el tabaco de forma 
Página | 142 
 
independiente o combinada con el alcohol media el desarrollo de los procesos 
fisiopatológicos de fibrosis pancreática. 
 
Diseño experimental 
Desde el año 1998 se conoce que las principales células efectoras de la fibrosis 
pancreática son las PSC(17,18). Así, estas células tienen un papel fundamental en la 
homeostasis del tejido. Con el fin de estudiar los efectos tóxicos del alcohol y el tabaco en 
el desarrollo de la fibrosis pancreática, en este trabajo se utilizaron dos tipos de cultivo de 
PSC con características morfológicas diferentes, el cultivo temprano y el primario. Para 
ambos se utilizó el mismo método de aislamiento, sin embargo el manejo posterior del 
cultivo fue diferente. El cultivo temprano ya había sido utilizado anteriormente por otros 
grupos para el estudio de la transdiferenciación de las PSC(82) ya que el propio plástico 
de los frascos de cultivo puede actuar como un factor de confusión en la expresión de α-
SMA(223). En concreto, para la realización del cultivo temprano fue necesario un elevado 
porcentaje de pureza celular y así evitar la contaminación con otros tipos celulares que 
pudieran interferir en los resultados. La prolongación del tiempo de digestión ensayado en 
este trabajo permitió mejorar los métodos anteriores consiguiendo un mayor número de 
células manteniendo la viabilidad y la pureza.  
Con respecto a los tratamientos a estudio, como ya se ha indicado, las concentraciones 
de alcohol elegidas se consideran clínicamente relevantes y pueden ser extrapolables al 
consumo humano(180). La concentración más elevada de etanol (100mM) se ha 
asociado con eventos fibrogénicos en células estrelladas hepáticas(224), sin embargo, se 
eliminó posteriormente para el análisis debido a que no se observó ningún efecto 
significativo sobre las PSC al igual que en estudios anteriores(82,83). 
En referencia al tabaco, su efecto tóxico sobre la salud humana se conoce desde hace 
más de 50 años. La nicotina es el alcaloide mayoritario del tabaco y por sí misma no es 
un carcinogénico sino que se considera un producto tóxico. La absorción de la nicotina a 
través de las membranas biológicas depende del pH,  así se ha observado que se ioniza 
más y se absorbe menos cuanto más acido sea el ambiente. Normalmente un cigarrillo 
contiene entre 10-14mg de nicotina y de estos es absorbido por el cuerpo entre 1-1,5mg. 
Después de la absorción, eltabaco se distribuye por todo el cuerpo con gran afinidad por 
Discusión  
 
Página | 143 
 
determinados tejidos como el hígado, riñón, bazo y pulmones(225). Los cigarrillos 
utilizados para la obtención del extracto líquido de tabaco en este trabajo, 3R4F, fueron 
diseñados para ser representativos del tabaco más consumido en EEUU (con 0,7mg de 
nicotina por cigarrillo). La fase denominada TPM (Total Particulate Matter; fase sólida de 
partículas) del extracto líquido de tabaco 3R4F está compuesta por los principales 
tóxicos, tales como la nicotina, fenoles, hidrocarburos cíclicos, nitrosaminas, y metales 
pesados y carcinógenos químicos como el N-nitrosaminasNNK. Cada cigarrillo 3R4F 
tiene un rendimiento de 11mg de extracto líquido por cigarrillo; teniendo en cuenta que en 
cada cigarrillo hay una cantidad de NNK de 85,5 ng(226), las concentraciones de tabaco 
utilizadas tenían una cantidad de NNK de un rango entre 0,08-3,10 ng/mL. Este rango se 
puede comparar a los niveles de NNK hallados en jugo pancreático de pacientes 
fumadores(227). En dicho estudio se analizaron los niveles de distintos metabolitos del 
tabaco en pacientes fumadores en jugo pancreático, sangre y orina y se compararon con 
los niveles de pacientes no fumadores. Concretamente, en el jugo pancreático el rango 
de concentración de NNK está entre 1,37-265 ng/mL sin encontrar una asociación dosis 
dependiente en función del número de cigarrillos consumidos (227). Por otra parte, con 
respecto a la nicotina como tóxico mayoritario presente en el tabaco, las concentraciones 
de extracto líquido de tabaco utilizadas (0,01-0,4 mg/mL) tiene unos niveles de nicotina 
de 3,8pM-156nM respectivamente, que se sitúan por debajo de las encontradas en 
sangre y plasma de pacientes fumadores (60-310µM) (228). Hay que tener en cuenta que 
una vez absorbida, la nicotina se distribuye por el cuerpo y su metabolización ocurre 
principalmente en el hígado, por lo tanto la cantidad de nicotina que se acumula en el 
páncreas es mucho menor que la que se encuentra en sangre o plasma(225). En base a 
estos datos,  en el presente trabajo, se utilizaron concentraciones que entran dentro del 
rango del consumo humano.  
Teniendo en cuenta que el páncreas exocrino es muy sensible a la toxicidad del 
tabaco(229), se realizó un estudio previo con el fin de determinar el efecto tóxico de las 
concentraciones elegidas sobre las PSC. Se observó que concentraciones superiores a 
0,1mg/mL de tabaco tienen un efecto tóxico sobre las PSCs. Así, la disminución del ratio 
de proliferación con el ensayo de WST-1 corrobora los resultados obtenidos en el ensayo 
de liberación de LDH. Se observaron efectos citotóxicos similares en otros tipos celulares 
como células endoteliales humanas (HUVECs) y en líneas celulares de carcinoma oral de 
células escamosas, donde existe una citotoxicidad de más del 30% tras la adicción de 
0,2mg/mL de extracto líquido de tabaco tras 24 horas de incubación(230,218).Sin 
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embargo, con respecto a la concentración de 0,1mg/mL de tabaco, no existen datos 
comparables en los trabajos mencionados ya que el efecto tóxico sobre las PSCs se 
observa tras 48 horas de incubación. Debido a la gran similitud entre las células 
estrelladas pancreáticas y hepáticas (HSC), de hecho sólo difieren en la expresión de 29 
genes(19), es razonable comparar los resultados obtenidos en este trabajo con los 
resultados de estudios previos sobre las HSC. Así, los niveles de nicotina que poseen las 
concentraciones de tabaco utilizadas en el presente estudio (3,8pM-156nM) entran dentro 
del rango de nicotina utilizado en un estudio realizado sobre HSC humanas(202). En 
dicho estudio examinan un amplio rango de nicotina (1pm-1mM) sin encontrar efecto 
tóxico alguno sobre las HSC(202). A diferencia de lo que ocurre en el hígado, en nuestro 
trabajo se observó que las PSC son muy sensibles a la toxicidad producida por el tabaco 
poniendo de manifiesto la susceptibilidad del páncreas exocrino al tabaco.   
Basándonos en los resultados de estos ensayos, elegimos la concentración de 
0,01mg/mL de tabaco, que tiene una concentración de nicotina de 3,8pM, para 
posteriores estudios.  
Con respecto a los test estadísticos utilizados, se aplicó el test de análisis de la varianza 
(ANOVA)  seguido de LSD para establecer las diferencias entre los distintos tratamientos 
y los controles. Todos los datos siguen una distribución normal (análisis Kolgomorov 
Smirnov), y aunque el número de datos es menor que 30, lo que no nos permitiría utilizar 
el test ANOVA, se decidió,finalmente su uso, ya que el análisis post hoc de un método no 
paramétrico (H de Kruskall Wallis) no era lo suficiente restrictivo entre los distintos casos.   
 
Estudio de expresión de α-SMA y producción de proteínas de matriz extracelular. 
El cambio de fenotipo de las PSCs de su estado quiescente a estado activado, y la 
producción de proteínas de matrizcomo el colágeno fibrilar (tipo I y III) y la fibronectina 
Idurante la fibrogénesis pancreática,son procesos fundamentales para que se desarrolle 
fibrosis(87). La proteína citoplasmática α-SMA (actina alfa de músculo liso)se considera 
un marcador excelente de este proceso de transdiferenciación(17,18). Además, esta 
proteína se puede utilizar como marcador para distinguir las PSC de los fibroblastos del 
páncreas (PFB), ya que estos últimos no expresan dicha proteína(231). 
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Está demostrado que tanto el etanol como su producto de metabolización (el 
acetaldehído) a concentraciones clínicamente relevantes, producen la activación directa 
de las PSCsestimulando la producción de colágeno I tanto en humanos como en rata; y 
que este proceso está regulado al menos en parte a nivel 
transcripcional(80,232,233,82,83).Al igual que en estudios previos, los resultados del 
presente proyecto mostraron que tras 24 horas en cultivo el alcohol a 50 mM estimula la 
transdiferenciación de las PSC directamente desde su etapa quiescente, y estimula la 
producción de proteínas de matriz extracelular. En base a estos resultados, se utilizó 
como control de activación la dosis de 50mM de etanol.   
Con respecto al tabaco a concentraciones no citotóxicas, sólo o en combinación con la 
dosis de etanol que se usó como control de activación,se vio que estimulaba la expresión 
de α-SMA en células estrelladas pancreáticas. El incremento de expresión de esta 
proteína se traduce en la transformación de las PSCs a su fenotipo activado. Aunque los 
trabajos desarrollados hasta el momento en referencia al efecto del tabaco sobre los 
procesos de fibrogénesis son escasos, existen estudios que analizan el efecto de 
determinados componentes del tabaco, como la nicotina,  sobre otros tipos celulares 
asociados a fibrosis(234,235,236). Un estudio realizado en fibroblastos de pulmón en 
cultivo primario de ratas tratadas con nicotina a dosis clínicamente relevantes, mostraba 
un incremento de expresión de α-SMA, que se traducía en la diferenciación de los 
fibroblastos normales del pulmón a un fenotipo de tipo miofibroblasto(235).  
Es importante destacar que las PSCs en cultivo temprano, sin que otros factores las 
preactiven, mostraron un incremento de expresión de α-SMA tras exponerlas a tabaco 
sólo o a tabaco combinado con etanol.  Este resultado sugiere que no es necesaria una 
activación previa para que cualquiera de los dos tóxicos ejerza su efecto sobre las PSCs. 
Por lo tanto es posible que se inicie el proceso de fibrogénesis en ausencia de 
inflamación o de otros factores iniciadores.  
Un hallazgo fundamental en el presente trabajo es que el tabaco de forma independiente 
o combinada con etanol 50mM estimula la producción de colágeno I y de fibronectina 
(FNT-1) en PSCs activadas tras un tiempo de incubación de 24 y 48 h evaluado tanto por 
inmunocitoquímica como por western blot.Hasta la fecha no se había estudiado el papel 
del extracto líquido de tabaco o de algún componente del mismo en este contexto, sin 
embargo, existen estudios donde se analiza el papel de la nicotina en otros tipos 
celulares. Concretamente la nicotina estimula la activación de fibroblastos y la síntesis de 
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colágeno en varios órganos como el corazón(237,210), pulmón(235,211), en la 
encía(238,213), la próstata(212) y en las articulaciones(214).  En cuanto a la fibronectina, 
en fibroblastos de pulmón la nicotina induce la acumulación de grandes depósitos de esta 
proteína en los pulmones de animales expuestos a tabaco, y esta inducción es 
dependiente de la actividad de proteína-quinasa y de elementos transcripcionales 
específicos del promotor del gen que codifica para fibronectina(239). Michaelson y 
colaboradores demuestran en un estudio in vitro que la nicotina induce la trascripción de 
fibronectina por actuación de los receptores α7 nAChRs, a través de la fosforilación del 
factor de transcripción nuclear CREB, capaz de iniciar la expresión del gen de 
fibronectina(240).Otro estudio realizado en ratas, demostró que una exposición crónica a 
nicotina (9mg/kg/día durante 2 semanas) estimula la proliferación y la expresión de genes 
asociados a fibrosis hepática (α-SMA, colágeno y fibronectina 1)(241).  
Además del efecto independiente de ambos tóxico por separado, en este trabajo se 
observa que el tabaco y el alcohol ejercen un efecto sinérgico sobre la producción de 
proteínas de matriz extracelular. Este resultado corrobora estudios epidemiológicos 
donde se ha observado que un alto porcentaje de alcohólicos (80-95%) son también 
fumadores(242)y que el consumo combinado de alcohol y tabaco puede conducir de 
forma sinérgica a un incremento de riesgo de cáncer pancreático o hepático(243). En un 
estudio preliminar en ratas Wistar, se muestra que el alcohol o la combinación de ambos 
tóxicos, más que el tabaco sólo, produce un incremento en la proliferación celular en 
hígado y páncreas que va a tener como consecuencia un efecto perjudicial sobre la 
función de ambos tejidos(244). Además, otros estudios previos han demostrado que el 
consumo de tabaco incrementa el consumo de alcohol tanto en animales como en 
humanos(242).Concretamente Rose y colaboradores demuestran que el etanol puede 
aumentar los efectos adictivos del tabaco, entre ellos la satisfacción de fumar, los efectos 
calmantes y estimulantes y el alivio de ansia por fumar y, por otra parte, puede incluso 
compensar los efectos de un antagonista nicotínico(245). Por otro lado,en otro estudio en 
animales de experimentación realizado en ratas alimentadas con etanol, se mostró que la 
nicotina induce esteatosis hepática y estimula el incremento de depósitos de colágeno; 
sin embargo, la nicotina no tenía efecto alguno sobre la inflamación inducida por 
alcohol(236). Este estudio además incidió en el hecho de que el tabaco o su combinación 
con alcohol, puede iniciar el proceso de fibrogénesis en ausencia de inflamación, ya que 
son capaces de ejercer su acción sobre la transdiferenciación directamente desde su 
etapa quiescente.Bajo este contexto, los resultados presentes junto con otros estudios 
Discusión  
 
Página | 147 
 
epidemiológicos previos corroboran la existencia de una potente interacción entre el 
consumo de alcohol y de tabaco. 
 Los mecanismos por los que estos dos tóxicos están interaccionando son desconocidos 
y difíciles de estudiar ya que el metabolismo de ambos tóxicos es diferente en cada 
individuo y depende del sexo, edad, factores genéticos, así como posibles polimorfismos 
que modifiquen la actividad de las enzimas implicadas tanto en el metabolismo del 
alcohol como del tabaco(225). Se sabe que  en el metabolismo tanto del alcohol como de 
la nicotina intervienen las mismas enzimas, la enzima alcohol oxidasa e isoformas del 
citocromo P-450 (CYP2E1 y CYP2B1)(246). De hecho se ha demostrado que en el 
hígado, la nicotina induce la expresión de CYP2E1(247). Cabe destacar que cuando los 
receptores nicotínicos están bloqueados los individuos consumen menos nicotina y 
también menos alcohol(248,249). Teniendo en cuenta que las PSC expresan la enzima 
alcohol deshidrogenasa (ADH) y que las células acinares pancreáticas poseen actividad 
tanto de ADH como de CYP450, la interacción de ambas enzimas podría ser la base de 
los mecanismos de interacción entre ambos tóxicos. 
Estudio de proliferación y migración celular en cultivo de PSCs 
Durante el proceso de fibrogénesis se incrementa el número de PSC en el área donde se 
está produciendo el daño. Este aumento en el número de células es producido tanto por 
el incremento del ratio de proliferación como por la migración de las células provenientes 
de otros lugares de la glándula(80). Antes de la identificación de las PSCs como las 
principales efectoras de la fibrosis pancreática, Elsässer y colaboradores demostraron 
que existe proliferación de miofibroblastos del páncreas (posteriormente identificadas 
comoPSCs) después de la inducción de una pancreatitis aguda por ceruleína(250). En 
cambio, la descripción de la migración de las PSC fue posterior(106). La migración celular 
es un proceso imprescindible durante procesos de reparación del tejido (106), respuesta 
inflamatoria(251) e incluso metástasis(252), donde están implicados cambios dinámicos 
en el citoesqueleto de actina-miosina(112). 
Las PSCs activadas tienen la capacidad de proliferar y migrar en respuesta a factores de 
crecimiento, citoquinas pro-inflamatorias y estrés celular. Durante el proceso de 
reparación del tejido el factor de crecimiento PDGF es secretado por varias células, 
incluidas las PSC (87)y se ha comprobado que es un potente mediador mitogénico y 
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quimiotáctico para las PSC a través de las rutas de señalización ERK1/2 y PI3 
quinasa(87,106,118,153).    
En estado quiescente, las células estrelladas muestran una capacidad de migración y de 
proliferación limitada comparada con las células en estado activo, por lo tanto el fenotipo 
activado es un prerrequisito para que las PSCs lleven a cabo estos procesos. Por otra 
parte, es necesaria la degradación decomponentes de la membrana basal (colágeno IV) 
antes de la migración (106) que se lleva a cabo por MMP-2 secretadas por PSCs 
activadas. Por ello fue necesario realizar los ensayos en un cultivo de PSC con fenotipo 
activado.   
En nuestro estudio ni el alcohol ni el tabaco de forma independiente estimulan la 
migración o proliferación de las PSC activadas. La proliferación se examinó mediante dos 
métodos complementarios, siendo además el WST-1 indicado tanto para el estudio de la 
proliferación como para la citotoxicidad celular(218). Hasta la fecha numerosos estudios 
muestran que el etanol por sí sólo no produce un incremento en el ratio de proliferación 
de las PSCs(82,83)de forma directa.Sin embargo, otros grupos demuestran que el etanol 
podría estimular este proceso de forma indirecta a través de la activación del sistema 
NADPH oxidasa tras estímulo con PDGF (123), o por el efecto que ejerce el etanol en la 
células acinares en presencia de ácidos grasos como VLDL (253). Por otra parte,en una 
línea celular de células estrelladas hepáticas,el etanol a la misma dosis que en nuestro 
estudio estimula la migración y la proliferación de las PSCs tras 24 horas de incubación 
en cultivo; sin embargo, la diferencia en los resultados puede ser debida a las variaciones 
en las rutas de señalización implicadas en la proliferación y migraciónde las células 
estrelladas hepáticas durante fibrosis.    
Con respecto al tabaco, aunque existen algunos estudios en otros tipos celulares que 
analizan el efecto del tabaco utilizando extracto líquido (CSC),  la mayoría se centran en 
el papel de componentes del tabaco por separado. En un estudio realizado en células 
escamosas de carcinoma oral, se observó que no había incremento en la proliferación 
utilizando tabaco (CSC) a las mismas dosis estudiadas que en el presente trabajo(218). 
Por otro lado, en el trabajo de Soeda y colaboradores muestran que dosis de 1nM y 10µM 
de nicotina estimula la proliferación de las HSC(202).Sin embargo, las dosis 
correspondientes con ese rango de nicotina en los resultados presentados producen una 
disminución del ratio de la proliferación que está asociado al efecto tóxico del tabaco 
debido a la que el  páncreas exocrino es muy sensible a la toxicidad de la nicotina(229).  
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A diferencia de los resultados obtenidos con ambos tóxicos por separado, el tratamiento 
con la combinación de alcohol y tabaco tras 48 horas de incubación estimuló la capacidad 
de migración de las PSC en comparación con el tratamiento control. Además, se observó 
que existe una tendencia a la sinergia entre ambos tóxicos. Sin embargo, no se ha 
encontrado ningún efecto en la proliferación. El hecho de que se encontrara este efecto 
tras 48 es coherente con el tiempo necesario para la  activación que describimos a las 24 
horas.   
En relación a los resultados del ensayo de migración, existen dos potenciales factores de 
confusión. Por un lado el ratio de proliferación, que aunque no existen diferencias entre 
los distintos tratamientos, puede ejercer un efecto en el ensayo de cicatrización (WHA: 
wound healing assay), ya que las células están confluentes y se abre un espacio 
(“herida”) donde las células van a migrar permitiendo a las células proliferar. Por otro 
lado, la gravedad puede actuar favoreciendo el paso de las PSC a través de la membrana 
en el ensayo de transwell migration assay (TMA). Con el fin de eliminar posibles sesgos 
producidos por ambos factores de confusión, se utilizaron los dos métodos para analizar 
la capacidad migratoria de las PSC. Utilizando el ensayo WHA eliminamos el posible 
efecto de la gravedad, ya que las células migran en el mismo plano; mientras que con el 
ensayo de TMA se elimina el posible efecto de la proliferación al no estar las células 
confluentes en el inserto. En ambos ensayos la combinación de alcohol y tabaco 
incrementa de manera significativa el ratio de migración de las PSCs. Además, en el 
WHA se observó un efecto sinérgico entre los dos tóxicos en comparación con cada uno 
de ellos por separado, siendo sólo una tendencia a la sinergia en el ensayo de TMA.  
Mientras que la capacidad de migración en respuesta a tóxicos se ve incrementada en las 
PSC, existiendo una tendencia a la sinergia entre ambos, no se ha encontrado un efecto 
proliferativo directo. Teniendo en cuenta que durante el proceso de la patología 
pancreática están presentes numerosas citoquinas y factores de crecimiento  secretadas 
por otros tipos celulares, como las células acinares pancreáticas(81), en el proceso de 
proliferación de las PSC pueden estar interaccionando ambos tipos celulares. Para 
profundizar en los mecanismos de interacción entre células estrelladas y acinares 
pancreáticas será necesario realizar más estudios como por ejemplo ensayos de co-
cultivo. 
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Estudio de producción de fractalquina 
Las quimioquinas, además de estar implicadas en el reclutamiento de células 
inflamatorias dando lugar a una inflamación crónica en el contexto de la pancreatitis, 
juegan un papel fundamental en la fibrogénesis pancreática, ya que están implicadas en 
la activación tanto autocrina como paracrina de las PSCs(143). En los últimos años la 
quimioquina fractalquina (FKN) ha sido centro de atención como posible diana para el 
tratamiento de enfermedades inflamatorias(254). Se ha observado que los niveles de 
fractalquina se encuentran incrementados en suero de pacientes con PC y que la 
determinación estos niveles puede ser útil para valorar el estadio de la PC(145). Bajo 
este contexto, se ha sugerido que a pesar de que la secreción de muchas quimioquinas 
puede estar promovida por varios factores inflamatorios e infecciosos, sólo la secreción 
de fractalquinaparece estar promovida sinérgicamente por el etanol(144).  
En el presente estudio se observó que el tratamiento con alcohol (50mM) y tabaco 
estimula la secreción de FKN tras 48 horas de incubación, pero ninguno de los tóxicos 
por separado induce dicha secreción. De manera similar a lo descrito en el ensayo de 
migración, no se vio secreción de FKN tras 24 horas probablemente debido a que es el 
tiempo mínimo necesario para la activación de las PSCs. Uchida  y colaboradores han 
propuesto que la quimioquina fractalquina provoca la progresión de la PC mediante la 
estimulación del reclutamiento de células inflamatorias como los leucocitos o 
monocitos(144). Por otro lado, este mismo grupo muestra que el etanol y sus metabolitos 
tienen un efecto sinérgico con mediadores moleculares asociados a patógenos (por 
ejemplo LPS) en la modulación de la secreción de FKN y que esto está asociado con el 
incremento de FKN en suero de pacientes con PC de origen alcohólico(144).  
Varias evidencias muestran que la fractalquina no sólo promueve la progresión de la PC 
sino que también estimula la proliferación celular de células de musculo liso y células del 
endotelio vascular(255,256,257). Teniendo en cuenta que el etanol inhibe la apoptosis de 
las PSC (181) y que la fractalquina tiene también tiene efectos antiapoptóticos en células 
de músculo liso en arterias coronarias(257), los resultados del presente trabajo sugieren 
que el tabaco y el alcohol perpetuarían el fenotipo activado de las PSC por inhibición de 
la apoptosis de las PSC y por estimulación de la infiltración de células inflamatorias 
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 Estudio de producción de ROS en cultivo de PSC 
Como se muestra en los resultados, tanto el tabaco sólo o en combinación con alcohol 
son capaces de activar las PSC y estimular la síntesis de proteínas de matriz extracelular. 
Un factor fundamental en estos procesos es la generación de estrés oxidativo, muy 
implicado en la patogénesis de la pancreatitis crónica y aguda. En esta línea, estudios 
previos han sugerido que pro-oxidantes tales como H2O2 u O
2- participan en la activación 
y en la producción de colágeno I en las PSCs. Por otra parte, se ha descrito la presencia 
de especies reactivas del oxígeno tras el daño pancreático generadas por el sistema 
NADPH oxidasa; de hecho, se observó que la inhibición de este sistema con 
antioxidantes previene la fibrogénesis en un modelo in vivo(124).  
Se ha descrito que tanto el alcohol como el acetaldehído producen estrés oxidativo dentro 
de las PSC en cultivo y que en presencia de vitamina E (antioxidante) se previene la 
activación producida por el alcohol(123,82). Además, se vio que el efecto que ejerce el 
etanol sobre las PSCs en cuanto a activación y producción de proteínas de matriz, está 
mediada en parte por la generación de estrés oxidativo dentro de las células(82). Como 
en estudios previos, nuestros resultados muestran que el etanol estimula la producción 
de ROS intracelular en las PSC.   
Con respecto al tabaco, se ha demostrado que la nicotina induce estrés oxidativo en un 
gran número de tipos celulares, entre ellos macrófagos, células hepáticas y células 
mesangiales. En el hígado la peroxidación lipídica asociada al consumo de tóxicos como 
el alcohol juega un papel fundamental(208). Por otra parte, se ha estudiado que la 
nicotina agrava la peroxidación lipídica en ratas con una dieta alta en grasa(258). A 
diferencia de estudios en otros tipos celulares, en el presente trabajo no se observó que 
el tabaco por sí sólo estimule la producción de ROS en las PSCs; esto puede estar 
relacionado con el tiempo de incubación, ya que los estudios realizados hasta la fecha 
son estudios in vivo con un tiempo de incubación de hasta 6 semanas y media de 
exposición(259). Concretamente, Husain y colaboradores demostraron que en pulmón y 
en hígado, la nicotina por si sola o en combinación con etanol disminuye la actividad del 
antioxidante glutatión peroxidasa, y que la combinación de ambos tóxicos incrementa la 
peroxidación lipídica(259). Por otra parte, Helen y colaboradores sugieren que esta 
depleción de los sistemas antioxidantes ocurre debido a los altos niveles de ROS 
producidos por la nicotina(260). En el presente estudio se muestra que la combinación de 
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tabaco y alcohol estimula la producción de ROS en PSCs sin encontrar un efecto 
sinérgico entre ambos tóxicos; por tanto, la generación de ROS producida por el 
tratamiento de combinación de ambos tóxicos es debido al efecto producido por el alcohol 
per se y no por el tabaco. 
Teniendo en cuenta que el estrés oxidativo se ha observado en ausencia de inflamación, 
no se puede considerar un evento secundario al efecto producido por los dos tóxicos 
sobre las PSC. De hecho, en nuestro estudiose producen especies reactivas del oxígeno 
tras un periodo de sólo 3 horas de exposición a los tóxicos. Debido a que por otro lado, el 
estrés celular está asociado a la generación de radicales libres durante el metabolismo de 
ambos tóxicos, y que como ya hemos dicho las células acinares poseen la maquinaria 
necesaria para su metabolismo, cabe pensar que ambas células están interaccionando 
en la producción de estrés oxidativo en el páncreas tras un consumo prolongado de 
alcohol y tabaco.  
 
Implicaciones Clínicas 
Son varias las cuestiones clínicas que pueden ser explicadas sobre la base de, entre 
otros, el presente trabajo de investigación. Por un lado, los resultados mostrados aportan 
luz a la discusión del posible desarrollo de fibrosis pancreática fuera del contexto de una 
pancreatitis crónica, lo cual tiene un importante impacto en el diagnóstico por imagen de 
esta enfermedad. Por otro, el papel etiopatogénico del tabaco en pancreatitis crónica 
apoya todas las medidas de prevención a través de la reducción del consumo de este 
tóxico, así como aquellas destinadas a prevenir la progresión de la enfermedad una vez 
desarrollada. 
Nuestro trabajo muestra que las células estrelladas pancreáticas se activan en respuesta 
a tabaco sólo o combinado con alcohol, lo que conlleva un cambio de fenotipo, 
producción de proteínas de matriz extracelular, migración y secreción de fractalquina. En 
el caso de la producción de proteínas extracelulares los efectos producidos por ambos 
tóxicos combinados son sinérgicos.  
Analizando los resultados obtenidos en el presente estudio podemos proponer una vía 
por la que el alcohol y el tabaco interaccionan en el desarrollo de fibrosis pancreática. El 
hecho de que cualquiera de los dos tóxicos por separado o su combinación estimulen la 
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transdiferenciación de las PSCs directamente desde su etapa quiescente aporta un dato 
más de la existencia de una ruta independiente al proceso inflamatorio en el desarrollo de 
fibrosis pancreática in vivo. Este hecho podría sugerir el desarrollo de fibrosis pancreática 
en ausencia de pancreatitis crónica, lo cual tiene importantes implicaciones clínicas. De 
hecho, el diagnóstico de pancreatitis crónica en la práctica clínica se basa en la 
demostración de alteraciones morfológicas y, de forma menos frecuente, funcionales que 
son consecuencia no del proceso inflamatorio sino del de fibrogénesis. Las alteraciones 
pancreáticas objetivadas en técnicas como la tomografía axial computerizada, la 
resonancia magnética o la ecografía endoscópica durante el proceso diagnóstico de la 
pancreatitis crónica son consecuencia de la fibrosis de la glándula, lo cual podría no ser 
siempre indicativo de la existencia de esta enfermedad. 
Sin embargo, alcohol y tabaco combinados estimulan la secreción de moléculas 
proinflamatorias como la fractalquina, lo cual se asocia al reclutamiento de macrófagos y 
otras células inflamatorias. El reclutamiento de células inflamatorias sería un proceso 
secundario a la activación de las PSC que perpetuarían el fenotipo activado de las 
mismas y por otro lado, se produciría un infiltrado inflamatorio en el tejido que conllevaría 
el cuadro histopatológico depancreatitis crónica (Figura 58). Por tanto, en este contexto 
de consumo de alcohol y tabaco como factores etiológicos, muy probablemente no sea 
factible el desarrollo de fibrosis pancreática sin proceso inflamatorio asociado, que es lo 
que define la existencia de pancreatitis crónica. Además, la infiltración de moléculas 
inflamatorias unido a la producción de especies reactivas del oxígeno estimulado por 
ambos tóxicos, probablemente se asocie a destrucción del parénquima funcionante y por 
lo tanto al desarrollo a largo plazo de insuficiencia pancreática endocrina y exocrina. Por 
último, el desarrollo de fibrosis pancreática por cualquier otra causa distinta de alcohol y 
tabaco sin que se produzca una respuesta inflamatoria paralela es poco probable, debido 
a la producción de moléculas proinflamatorias por las propias células estrelladas 
activadas, con lo que el debate de la existencia o no de fibrosis pancreática sin 
pancreatitis crónica tendría poco sentido. Hay que tener además en cuenta que cualquier 
factor capaz de activar directamente las células estrelladas pancreáticas va a actuar 
igualmente sobre las células acinares (algo que ha sido descrito previamente por nuestro 
grupo en relación al alcohol y el tabaco), haciendo aún más improbable la fibrogénesis sin 
proceso inflamatorio asociado. 
 




Figura 58. Esquema del modelo propuesto del papel del tabaco en combinación con el alcohol en los 
procesos asociados a fibrosis pancreática.  
 
 Por todo lo expuesto, aunque el consumo de alcohol se asocia a la fibrosis pancreática, 
ambos tóxicos ejercen una potente interacción sobre la activación temprana de las PSC 
en ausencia de cualquier otro factor; y además un consumo continuado y prolongado de 
ambos tóxicos estimularía el infiltrado inflamatorio posterior que conllevaría el desarrollo 
de fibrosis y la pérdida de función del tejido. Hay que tener además en cuenta la 
existencia de interacciones entre las PSC con otros tipos celulares pancreáticos, como 
las células acinares en el desarrollo de este proceso. Por lo tanto estudios posteriores en 
esta línea son necesarios para evaluar la interacción entre células acinares y estrelladas 
y dilucidar en que etapa del desarrollo de la enfermedad el desarrollo de fibrosis es o no 
reversible.  
La siguiente área clínica donde los resultados del presente trabajo tienen un claro 
impacto es la relacionada con la prevención y tratamiento de la pancreatitis crónica. Es 
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enfermedad, cualquier campaña dirigida a la reducción de su consumo va a tener impacto 
en su incidencia y prevalencia. Por otra parte, estudio clínicos previos experimentales 
tanto con alcohol(181) como con tabaco(261), han demostrado que la abstinencia de 
ambos tóxicos, y de forma especialmente importante del tabaco, se asocia a una menor 
progresión de la pancreatitis crónica ya establecida. Por tanto, la recomendación de la 
estricta abstinencia no solo de alcohol sino de tabaco es una de las medidas terapéuticas 
fundamentales en los pacientes con pancreatitis crónica. 
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Conclusiones 
1. Concentraciones altas de tabaco son tóxicas para las células estrelladas 
pancreáticas, lo que pone de manifiesto la sensibilidad del páncreas exocrino a la 
toxicidad del tabaco. La adición de alcohol no modifica el efecto tóxico del tabaco 
sobre las células estrelladas pancreáticas. 
2. Ni el tabaco ni el alcohol solos o en combinación estimulan la proliferación de las 
células estrelladas pancreáticas de forma directa. Deben existir otros factores 
implicados en la inducción de la proliferación de las mismas. 
3. El tabaco sólo o en combinación con alcohol a dosis clínicamente relevantes 
estimula, de forma directa, la transdiferenciación de las células estrelladas desde su 
estado quiescente a un estado activado en ausencia de otros activadores como el 
proceso inflamatorio. 
4. El tabaco en combinación con alcohol, pero ninguno de los dos tóxicos por 
separado, estimula la capacidad de migración de las células estrelladas pancreáticas 
favoreciendo su reclutamiento durante el daño pancreático y por tanto favoreciendo el 
desarrollo de fibrosis. 
5. El tabaco en combinación con alcohol estimula la expresión de proteínas de matriz 
extracelular favoreciendo la acumulación de matriz en el tejido y por tanto el 
desarrollo de fibrosis 
6. El tabaco en combinación con alcohol tiene un efecto sinérgico en la producción de 
proteínas de matriz demostrando que existe una potente interacción entre ambos 
tóxicos en el desarrollo de fibrosis pancreática. 
7. El tabaco en combinación con alcohol estimula la secreción de fractalquina 
estimulando el reclutamiento de células inflamatorias y por tanto la respuesta 
inflamatoria asociado a daño pancreático.   
8. El alcohol de forma independiente o combinado con tabaco, pero no el tabaco sólo, 
estimula la producción de especies reactivas del oxígeno en las células estrelladas 
pancreáticas y media en parte la activación de las PSC. 

























8. Líneas futuras de trabajo 
 
Página | 162 
 
  
Líneas futuras de trabajo  
 
Página | 163 
 
Líneas futuras de trabajo 
Los resultados obtenidos en el presente estudio abren la puerta a un gran número de 
líneas de investigación centradas en el conocimiento de la etiopatogenia de la 
pancreatitis crónica y en profundizar en el papel que tiene el consumo de tóxicos en la 
evolución de la enfermedad. Actualmente no existe ningún tratamiento que permita frenar 
la progresión de la pancreatitis crónica, la regresión del proceso inflamatorio, de fibrosis o 
su curación. Por ello, en la actualidad se está llevando a cabo el diseño de un proyecto 
para la determinación de la interacción entre las células estrelladas y las células acinares 
pancreáticas, ya que está demostrado que estos dos tipos celulares actúan 
conjuntamente durante daño pancreático. El fin último sería determinar posibles dianas 
de actuación y definir con más exactitud la fisiopatología de la PC estableciendo así 
potenciales dianas terapéuticas. En segundo lugar, sería importante definir el papel de los 
tóxicos durante daño pancreático in vivo con animales de experimentación. Por otra 
parte, además de la línea de investigación en animales de experimentación, se está 
desarrollando de forma paralela un proyecto  cuyo objetivo es el análisis de las moléculas 
que intervienen en el proceso inflamatorio en suero de pacientes diagnosticados con 
pancreatitis crónica y ver su asociación con la etiología tabáquica. 
En este sentido, se considera sumamente importante la continuación de dicha línea de 
investigación con el fin de mejorar el manejo y tratamiento de pacientes diagnosticados 
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